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Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina 
 
Povzetek 
Delci nanometrskih velikosti z lipidnim dvoslojem, katerim krajše pravimo kar vezikli, so 
zadnja leta predmet raziskovanj mnogih znanstvenikov, saj so potencialno uporabni za 
diagnosticiranje in zdravljenje različnih bolezni. Vezikli nastajajo v naravi, lahko pa jih 
ustvarimo tudi sami. V magistrskem delu smo se ukvarjali z vezikli, ki smo jih pripravili sami, 
iz koncentriranega jajčnega lecitina, s postopkom imenovan ekstrudiranje. Zanimalo nas je 
predvsem, kakšen vpliv ima dodajanje različnih surfaktantov na velikost in zeta potencial 
pripravljenih veziklov. Velikost smo ocenili z merjenjem hidrodinamskega radija. Spreminjanje 
velikosti hidrodinamskega radija smo spremljali preko dinamičnega sipanja svetlobe, velikosti 
zeta potenciala pa preko elektrokinetičnih meritev. V suspenzijo smo dodajali tri surfaktante: 
kationski - dodecil piridinijev klorid (DPC), anionski - natrijev dodecil sulfat (SDS) in neionski 
- Brij 30. Prav tako smo spremljali vpliv dodatka sladkorja (trehaloze) in temperature na 
stabilnost veziklov. Vse eksperimente in meritve smo opravljali pod enakimi pogoji, da bi 
zagotovili čim boljšo primerjavo med rezultati. Dodajanje kationskega surfaktanta DPC je 
povzročilo povečanje veziklov pri nižjih koncentracijah surfaktanta, ter razgradnjo pri višjih 
koncentracijah surfaktanta. Zeta potencial pa se je bolj približal pozitivnim vrednostim. Višanje 
temperature pa ni imelo opaznega vpliva niti na velikost radija niti na zeta potencial veziklov. 
Dodajanje anionskega surfaktanta SDS je pokazalo nenavadne rezultate, predvsem glede 
velikosti radija veziklov, saj je večinoma do sprememb prišlo pri vzorcih, ki so vsebovali 
trehalozo, torej le-ta ni poskrbela za zaščito veziklov. Zeta potencial pa je postal še bolj 
negativen, vendar pa se s temperaturo ni bistveno spreminjal. Dodajanje neionskega surfaktanta 
Brij 30 je prav tako povzročilo spreminjanje velikosti veziklov. Pri višjih koncentracijah 
surfaktanta  in višji koncentraciji trehaloze je prišlo do razgradnje veziklov, pri nižjih dodatkih 
in manjši koncentraciji trehaloze pa do vgradnje surfaktanta v vezikle. Rezultati meritev zeta 
potenciala pa so pričakovano ostali podobni prvotnim vrednostim.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Ključne besede: vezikli, dinamično sipanje svetlobe, surfaktant, trehaloza, zeta potencial 
   
 
 
  
   
 
 
Effect of surfactants, trehalose and temperature on the stability of vesicles made from 
egg's lecithin 
 
Abstract 
Nanometer-sized particles with lipid double layer, named vesicles, are lately being investigated 
by many scientists because of their potential in diagnostic and treatment of different diseases. 
Vesicles are made naturally, but they can be produced in a laboratory as well. In this master's 
thesis, we were researching vesicles which we made from egg's lecithin concentrate with a 
process called extrusion. We wanted to know the effect on the size and the zeta potential of 
vesicles after adding different surfactants. The size was evaluated by measuring the 
hydrodynamic radius. We were following the changes in the size of the hydrodynamic radius 
through dynamic light scattering and the changes in the size of zeta potential through 
electrophoretic measurements. In suspension, we added three surfactants: cationic - dodecyl 
pyridinium chloride (DPC), anionic - sodium dodecyl sulfate (SDS)) and non-ionic - Brij 30. 
We were also following the effect of added sugar (trehalose) and temperature on vesicle 
stability. All the experiments and measurements were made under the same conditions to ensure 
the optimal comparison between results. Adding cationic surfactant DPC caused bigger vesicles 
at lower concentrations of surfactants and degradation at higher concentrations of surfactants. 
Zeta potential came closer to positive values. Rising the temperature did not have any 
significant effect on the size of the radius and the zeta potencial of vesicles. Adding of the 
anionic surfactant SDS gave a little less expected results, mostly about the size of the vesicle's 
radius, because the most changes happened with samples which have had trehalose in it, so it 
did not protect the vesicles. Zeta potential became more negative, and it did not change a lot 
with temperature. Adding neutral surfactant Brij 30 also made changes in the size of vesicles. 
At higher concentration of surfactant and higher concentration of trehalose the vesicles 
degraded, at lower concentration and at lower concentration of trehalose the surfactant 
incorporated into vesicle's bilayer. Results of zeta potential stayed similar to original values, as 
expected.   
 
 
 
 
 
 
 
Key words: vesicles, dynamic light scattering, surfactant, trehalose, zeta potential 
   
 
 
  
   
 
 
Kazalo vsebine 
 
1. UVOD ............................................................................................................................1 
1.1 Vezikli .....................................................................................................................1 
1.1.1 Nastanek veziklov .............................................................................................2 
1.2 Polarni lipidi .............................................................................................................4 
1.3 Maščobne kisline ......................................................................................................5 
1.4 Interakcija maščobnih kislin s fosfatidil holinskimi vezikli .......................................6 
2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE .....................................................................................7 
3. MATERIALI IN METODE ............................................................................................9 
3.1 Kemikalije, pripomočki in aparature .........................................................................9 
3.1.1 Kemikalije .........................................................................................................9 
3.1.2 Pripomočki ...................................................................................................... 10 
3.1.3 Aparature ........................................................................................................ 10 
3.2 Priprava veziklov.................................................................................................... 11 
3.2.1 Priprava raztopine lipida .................................................................................. 11 
3.2.2 Priprava PBS pufra .......................................................................................... 11 
3.2.3 Priprava lipidnega filma .................................................................................. 12 
3.2.4 Hidracija s PBS pufrom ................................................................................... 12 
3.2.5 Stresanje ter zamrzovanje in odmrzovanje ....................................................... 12 
3.2.6 Ekstruzija ........................................................................................................ 12 
3.2.7 Redčenje in merjenje vzorca ............................................................................ 13 
3.3 Priprava raztopin surfaktantov ................................................................................ 14 
3.4 Priprava suspenzij za določanje vpliva trehaloze..................................................... 14 
3.5 Priprava suspenzij z dodatkom surfaktanta ............................................................. 15 
3.6 Metode ................................................................................................................... 16 
3.6.1 Dinamično sipanje svetlobe ............................................................................. 16 
3.6.2 Zeta potencial .................................................................................................. 20 
4. REZULTATI IN DISKUSIJA ....................................................................................... 23 
4.1 Meritve na 3D-DLS instrumentu ............................................................................ 23 
4.1.1 Preverjanje spreminjanja velikosti veziklov skozi časovno obdobje ................. 23 
4.1.2 Preverjanje vpliva trehaloze............................................................................. 25 
4.1.3 Vpliv dodatka DPC ......................................................................................... 28 
4.1.4 SDS ................................................................................................................. 31 
4.1.5 Brij 30 ............................................................................................................. 35 
4.2 Meritve na instrumentu Litesizer ............................................................................ 38 
   
 
 
  
   
 
 
4.2.1 DPC ................................................................................................................ 38 
4.2.2 SDS ................................................................................................................. 43 
4.2.3 Brij 30 ............................................................................................................. 47 
4.2.4 Primerjava rezultatov zeta potenciala veziklov z  različnimi dodanimi 
surfaktanti ..................................................................................................................... 51 
4.3 Primerjava rezultatov določanja hidrodinamskih radijev na 3D-DLS instrumentu in 
Litesizerju......................................................................................................................... 53 
4.3.1 DPC ................................................................................................................ 55 
4.3.2 SDS ................................................................................................................. 56 
4.3.3 Brij 30 ............................................................................................................. 57 
5. SKLEPI ........................................................................................................................ 59 
6. LITERATURA ............................................................................................................. 61 
 
  
   
 
 
  
   
 
 
Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
Brij 30  polioksietilen-4-lauril eter (angl. polyoxyethylene-4-lauryl ether)  
C  množinska koncentracija (angl. molar concentration) 
CMC  kritična micelna koncentracija (angl. critical micelle concentration) 
CTAC             cetil trimetil amonijev klorid (angl. cetyltrimethylammonium chloride) 
CVC  kritična vezikularna koncentracija (angl. critical vesicle concentration) 
D   translacijski difuzijski koeficient (angl. translation diffusion coefficient) 
DLS   dinamično sipanje svetlobe (angl. dynamic light scattering) 
DPC       dodecil piridinijev klorid (angl. dodecylpyridinium chloride) 
EggPC  jajčni fosfatidil holin ali jajčni lecitin (angl. egg phosphatidylcholine) 
I   intenziteta (angl. intensity) 
K  kloroform (angl. chloroform) 
kB    Boltzmannova konstanta (angl. Boltzmann constant) 
LS   sipanje svetlobe (angl. light scattering) 
m   masa (angl. mass)  
 
Me   metanol (angl. methanol) 
O  razmerje surfaktant/EggPC (angl. ratio surfacntant/EggPC) 
PAS   površinsko aktivna snov ali surfaktant (angl. surfactant) 
PBS   fosfatno solni pufer (angl. phosphate-buffered saline) 
PC   fosfatidil holin (angl. phosphatidylcholine) 
PDI   indeks polidisperznosti (angl. polydispersity index) 
PE  fosfatidil etanol amin (angl. phosphatidylethanolamine) 
Rh   hidrodinamski radij (angl. hydrodynamic radius) 
S  surfaktant (angl. surfactant) 
SC24               holesteril poli-24-oksietilen eter (angl. cholesteryl poly-24-oxyethylene ether). 
SD  standardna deviacija (angl. standard deviation) 
   
 
 
  
   
 
 
SDS    natrijev dodecil sulfat (angl. sodium dodecyl sulfate) 
SHS                natrijev heksadecil sulfat (angl. sodium hexadecyl sulfate) 
T   temperatura (angl. temperature) 
TRE  trehaloza  
V  volumen (angl. volume) 
µ   viskoznost (angl. viscosity) 
ζ - potencial    zeta potencial (angl. zeta potential)  
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1. UVOD 
 
Z napredkom znanosti se izboljšuje tudi poznavanje ozadij različnih bolezni, ki lahko 
doletijo slehernega posameznika. Vedno več znanstvenikov se posveča raziskovanju 
biokemijskih mehanizmov, ki se dogajajo v človeku v situacijah, ki so za telo nenavadne 
in ponavadi znak obolenja. Raziskave se predvsem osredotočajo na biomarkerje (ti so 
značilni le za določeno bolezen) s pomočjo katerih se lahko diagnosticira bolezen ter na 
zdravljenje bolezni. Vedno večje je zanimanje za tako imenovane eksosome. To so 
zunajcelični vezikli, ki so prisotni v evkariontskih tekočinah (kri, urin) [1, 2]. Velikost 
radija imajo med 20-100 nm in se lahko sproščajo iz celice med fuzijo multivezikularnih 
teles in plazemske membrane, ali pa direktno iz membrane. Eksosomi imajo pomembno 
vlogo pri koagulaciji, medceličnem signaliziranju in nadzorovanju odpadkov iz celice. 
Obstaja več vrst veziklov, nekatere lahko ustvarimo tudi sami. S tem bi lahko omogočili 
dostavni sistem za zdravila. Ustvarimo lahko vezikle, ki bi vsebovali zdravila, katera bi 
dostavili na tarčno mesto, torej na mesto, kjer želimo zdraviti bolezni. S tem bi se lahko 
izognili vplivu na sosednje organe in preveliki invazivnosti na telo [1-3]. 
 
1.1 Vezikli 
 
Vezikli so velike strukture, ki imajo znotraj lipidne dvojne membrane ujeto tekočino in 
se nahajajo znotraj celice ali pa v zunajceličnem prostoru. V naravi vezikli nastanejo z 
eksocitozo, endocitozo in prenosom snovi v plazemski membrani. Umetno narejeni 
vezikli pa se imenujejo liposomi. Če le-ti vsebujejo en fosfolipiden dvosloj pravimo, da 
so unilamelarni liposomi, multilamelarni liposomi pa so liposomi z več kot le enim 
fosfolipidnim dvoslojem. Lipidni dvosloj je torej membrana v lamelarni fazi, ki je 
podobna plazemski membrani. Zato lahko pride do fuzije med vezikli in plazemsko 
membrano, pri čemer pride do sproščanja snovi zunaj celice. Do fuzije pa ne pride le s 
plazemsko membrano, ampak tudi z drugimi organeli v celici [2].  
 
Vezikli imajo več različnih funkcij. Sodelujejo pri metabolizmu celice, prenosu snovi in 
shranjevanju hranil in encimov. Glede na njihovo funkcijo, jih delimo v slednje skupine 
[2]: 
 
 Vakuola 
Celični organeli, ki vsebujejo večinoma le vodo, se imenujejo vakuole. Le-te se pojavljajo 
pri rastlinskih celicah, kjer skrbijo za nadzor osmoze in shranjevanje hranil. Prav tako jih 
najdemo pri nekaterih protistih1, kjer skrbijo, da ob osmotskem tlaku ne pride do razbitja 
celice. 
                                               
1 Evkariontski organizem, ki ni niti žival, niti rastlina, niti gliva.  
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 Lizosom  
Lizosomi so vezikli, ki sodelujejo pri celičnem metabolizmu ter pri uničenju neustreznih 
ali poškodovanih organel.  
 
 Transportni vezikli 
Vezikle, ki imajo sposobnost prenosa molekul znotraj celice, imenujemo transportni 
vezikli.  
 
 Sekretorni vezikli  
Sekretorni vezikli skrbijo za izločanje snovi, ki jih celica ne potrebuje.  
 
 Zunajcelični vezikli  
Eksosomi, mikrovezikli in delci membrane so membranski vezikli, apoptotične vezikle 
pa izločajo umirajoče celice [2]. 
 
1.1.1 Nastanek veziklov 
 
Vezikli lahko nastanejo z micelizacijo surfaktantov, površinsko aktivnih snovi (okrajšano 
PAS). To so molekule z dvojnim značajem (znani tudi kot amfifili). Za  PAS je značilno, 
da so sestavljene iz dveh dobro ločenih delov z različno afiniteto do vode. Eden izmed 
delov molekule je polaren in s tem topen v vodi (hidrofilen), drugi pa je nepolaren in 
netopen v vodi (hidrofoben). Tako strukturirano PAS najlažje opišemo z izrazoma rep in 
glava, pri čemer je rep dolga veriga ogljikovodikov nepolarnega značaja, glava pa je 
okrogla in polarna [4, 5].  
 
Surfaktante običajno delimo glede na naravo hidrofilne glave, saj je nepolarni - 
hidrofoben - rep podoben pri vseh surfaktanih, razlikuje se le v dolžini in obliki 
ogljikovodikove verige – veriga je lahko linearna, razvejana ali pa vsebuje aromatski 
obroč [6, 7]. 
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 Ionski surfaktanti 
 
Imajo nabito hidrofilno glavo in jih delimo na: 
 
o Kationske surfaktante: hidrofilni del molekule (glava) vsebuje pozitivno 
nabit ion (kation). Primer kationskega surfaktanta je  dodecil piridinijev 
klorid – DPC [6], prikazan na sliki 1. 
 
Slika 1: 2D struktura molekule DPC s pozitivno nabito glavo in 12-C atomov dolgim repom. Atomi H in C niso 
prikazani. 
 
o Anionske surfaktante: hidrofilna glava molekule je negativno nabit ion 
(anion).  Mednje spada natrijev dodecil sulfat – SDS (slika 2). Spada med 
organosulfate, katerega sulfatna skupina je ester dodecil alkohola in 
žveplove (VI) kisline. Ima 12-C dolgi ogljikovodikov rep, ki je pripet na 
sulfatno skupino [6]. 
 
Slika 2: 2D struktura molekule SDS z negativno nabito glavo in 12-C atomov dolgim repom. Atomi H in C niso 
prikazani. 
 
 Neionski surfaktanti 
 
Imajo nenabito hidrofilno glavo, katero sesta vlja  več etilen oksidnih skupin ((-O – CH2 
– CH2-)n ). V to skupino spada etilen glikol monododecil eter - Brij 30 (slika 3). Ima 12-
C atomov dolgo alkilno verigo in etilen oksidno verigo [6].  
 
Slika 3: 2D struktura molekule Brij 30 z 12-C atomov dolgo alkilno verigo in etilen oksidno verigo. Atomi H in 
C niso prikazan 
 Obojestransko ionski (»zwitter ionski« ali amfoterični) surfaktanti 
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Za amfoterične surfaktante je značilno, da se naboj hidrofilne glave spreminja glede na 
pH raztopine. Primer takega surfaktanta je fosfatidil holin (slika 4.) 
Slika 4: 2D struktura molekule fosfatidil holina. Atomi C in H niso prikazani. 
 
Monomerne enote molekul PAS, imenovane tudi unimere, so neasociirane in se 
povezujejo med seboj na osnovi fizikalnih interakcij, imajo veliko težnjo po tvorjenju 
agregatov ali tako imenovanih micel. Nastajanju micel pravimo micelizacija oziroma 
agregacija in tudi »samo-asociacija«. To je eden izmed načinov izogibanja nepolarnega 
dela PAS kontaktu z vodnim (polarnim) okoljem. Pri tem se nepolarne (-CH) verige 
umaknejo v notranjost micele, polarne glave pa so obrnjene proti polarnemu delu (vodi).  
Ta pojav ima značilnosti kooperativnega procesa, kar pomeni, da pri njem sodeluje hkrati 
večje število unimerov surfaktanta [4, 5].  
 
Micele se začnejo tvoriti nad dokaj ostro določeno koncentracijo v raztopini, ki se 
imenuje kritična micelna koncentracija (CMC). Daljša kot je veriga, nižja je CMC. 
Nnarava polarne skupine surfaktanta pa na CMC ne vpliva veliko. Polarnost topila in 
struktrune lastnosti posameznih delov molekul PAS vplivata na obliko agregatov. Pri 
strukturnih spremembah je bistvena geometrija (velikost, dolžina in strukturne 
modifikacije ogljikovodikove verige). V polarnem topilu (voda) so polarne glave 
obrenjene proti topilu, nepolarni repi pa se skrijejo v notranjost agregata. Ravno obratno 
pa velja za organska topila. V vodi se lahko tvorijo različne oblike agregatov, njihova 
oblika pa je odvisna od ravnovesja med hidrofobnim in hidrofilnim delom molekule PAS 
[4, 5].  
 
1.2 Polarni lipidi 
 
Snovi, ki jih lahko najdemo v naravi in imajo lastnosti PAS, so tako imenovani polarni 
lipidi. Le-ti se pogosto nahajajo v organizmih, kjer je njihova vloga podobna kot v 
tehnoloških sistemih. Torej, omogočajo, da so hidrofobne snovi bolj topne v vodi, 
modificirajo naravo površin, so gradniki celičnih membran in disperganti. Nam najbolj 
poznani so: oleinska kislina in njene soli, acil gliceroli, glikolipidi ter fosfolipidi [8]. 
  
Samo en lipid pa je neposredno pridobljen iz naravnega okolja, brez kakršnih koli 
kemijskih modifikacij, in sicer gre za jajčni lecitin ali fosfatidil holin (slika 4). Pridobiva 
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se ga iz surovin, bogatih s fosfolipidi, kot sta rumenjak in sojino seme. Lecitin iz zadnjega 
vsebuje manj nasičenih maščobnih kislin, zato ima slabšo oksidativno stabilnost [8, 9].  
 
Pri jajčnem rumenjaku približno 10% mokre teže predstavljajo fosfolipidi. Glavni 
komponenti jajčnega lecitina sta fosfatidil holin (PC) in fosfatidil etanol amin (PE). 
Lecitin se iz jajčnega rumenjaka pridobiva s pomočjo ekstrakcije. Najbolj pogosto se 
uporablja način s suhimi rumenjaki, začetnim razoljenjem, kateremu sledi ekstrakcija 
fosfolipidov z etanolom iz razoljenega materiala. Uporablja pa se tudi proces, pri katerem 
se najprej z etanolom ekstrahira rumenjak, kasneje pa se razolji še z acetonom [9].  
 
S pomočjo jajčnega rumenjaka torej lahko pridobimo unilamelarne liposome. To so 
sferični vezikli, povezani z lipidnim dvoslojem, lahko iz mešanice lipidov, ki znotraj 
vezikla vsebujejo vodno raztopino [10].  
 
1.3 Maščobne kisline 
 
Tako kot fosfolipide, lahko tudi maščobne kisline uporabljamo kot vezikle, saj je njihova 
priprava enostavna in cenovno ugodna [11].  
 
Maščobna kislina je karboksilna kislina z dolgimi alifatskimi verigami. Le-te so lahko 
nasičene ali nenasičene. Za prve je značilno, da nimajo niti dvojnih vezi niti nimajo 
vezanih drugih funkcionalnih skupin. Mednje spada 18 kislin, ki so razvrščene glede na 
število ogljikovih atomov. Ene izmed bolj poznanih so naslednje štiri [12]:  
 
 Metanojska kislina (HCOOH) = mravljična kislina 
 Etanojska kislina (CH3COOH) = ocetna kislina 
 Propanojska kislina (CH3CH2COOH) = metilocetna kislina 
 Butanojska kislina (CH3CH2CH2COOH) = maslena kislina 
 
Nenasičene maščobne kisline pa imajo podobno obliko, s to razliko, da vsebujejo vsaj 
eno alkensko funkcionalno skupino (dvojna vez). Poznamo enkrat in večkrat nenasičene 
maščobne kisline. Predstavnik enkrat nenasičenih je na primer oleinska kislina, večkrat 
nenasičenih pa linolejska kislina. Obe imata 18 C-atomov dolgo verigo [11, 12].  
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1.4 Interakcija maščobnih kislin s fosfatidil holinskimi vezikli  
 
Maščobne kisline lahko mešamo s fosfolipidi. Ustvarijo se mešani2 vezikli, katerih 
lastnosti so odvisne od razmerja med fosfolipidom in maščobno kislino [13].   
 
Dvoslojne strukture fosfolipidnih veziklov dispergiranih v vodi so poznane po faznih 
prehodih, ki so posledica spreminjanja temperature. Ob dodatku maščobnih kislin v že 
pripravljene ekstrahirane fosfolipidne vezikle je celoten proces nastajanja vezikla hitrejši 
kot pa nastajanje samostojnih veziklov maščobnih kislin. Tako pride do fuzije med dvema 
vezikloma in do povečanja temperature faznega prehoda, čemur sledi nastanek večjih 
struktur [13]. 
 
Pri interakciji med maščobnimi kislinami in fosfolipidi gre predvsem za porazdelitev 
maščobnih kislin v fosfolipidne membrane in njihovo interkalacijo vanje, česar posledica 
je povečanje površine membrane. Ob optimalnih pogojih vezikli nabreknejo v sferično 
obliko. Pri dovolj nizki koncentraciji oleinske kisline, pride do razpada membrane in do 
izločitve vezikla. Ob sprostitvi iz membrane na le-tej ponovno pride do nabreknjenja [13-
15].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                               
2 Vezikli nastali iz fosfolipidov in maščobne kisline.  
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2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
Zaradi velikega potenciala pri odkrivanju bolezni ter zdravljenju, smo se odločili, da malo 
bolj spoznamo vezikle, ki jih lahko naredimo sami, vendar so še vseeno prisotni v naravi, 
kot je na primer jajčni lecitin. Preko priprave veziklov lecitina smo lahko ugotovili, pod 
kakšnimi pogoji ti nastanejo in kakšna je njihova stabilnost.  
 
Velikost veziklov je eden izmed najbolj jasnih pokazateljev sprememb. Velikost se 
spremeni, če je vpliv določenega parametra signifikanten, v nasprotnem primeru pa se 
velikost ohrani. Poleg velikosti pa je fizikalno merljiv parameter tudi zeta potencial, ki 
nam pove malo več o spremembi naboja vezikla.  
 
Z dodajanjem surfaktantov z različnimi naboji, smo želeli preveriti, kaj se z vezikli zgodi 
po dodatku določenega surfaktanta. Poleg tega nas je zanimalo tudi, če koncentracija 
dodanega surfaktanta vpliva na vezikle. 
 
Ker sladkorji po navadi ohranjajo stabilnost snovi, smo želeli preveriti, če trehaloza 
(TRE) na kakršenkoli način pripomore k ohranjanju stabilnosti veziklov. Prav tako nas je 
zanimalo kakšen vpliv na stabilnost snovi ima koncentracija trehaloze. V literaturi smo 
namreč našli podatek, da trehalozo uporabljajo kot krioprotektant za izboljšanje 
stabilnosti veziklov.  
 
Ker se temperatura v naravi in v laboratorijskih pogojih konstantno spreminja, smo želeli 
preveriti tudi, kakšen je vpliv temperature na stabilnost veziklov.  
 
 
Hipoteze: 
- Trehaloza bo stabilizirala vezikle in ohranila njihovo prvotno velikost, tudi ob 
dodatku surfaktantov DPC, SDS in Brij 30, prav tako kot ob višanju 
temperature. 
- Hranjenje vzorcev jajčnega lecitina pri -22 °C omogoča zanesljive analize tudi 
po daljšem časovnem obdobju, hranjenje pri +4 °C pa tega ne omogoča. 
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3. MATERIALI IN METODE 
 
Najprej smo ocenili časovno stabilnost pripravljenih suspenzij jajčnega lecitina. V 
nadaljevanju nas je zanimalo, če pride do sprememb v velikosti veziklov ob dodatku 
trehaloze in različnih surfaktantov in kakšne so te spremembe. Na koncu smo preverili 
še, kakšen je vpliv temperature na stabilnost veziklov.  
 
3.1 Kemikalije, pripomočki in aparature 
 
3.1.1 Kemikalije 
 
 Proizvajalec 
 polioksietilen-4-lauril eter (Brij 30)                                 Sigma Aldrich, ZDA 
 
 destilirana voda - ultračista                               Rephile bioscience Ltd, ZDA 
                  sistem PURIST®Ultrapure 
 
 Dodecil piridinijev klorid (DPC)                                             Merck, Nemčija 
 
 kalijev klorid (KCl)                                                                 Merck, Nemčija 
 
 kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4)                                                          Merck, Nemčija 
 
 kloroform                                                                                       Acros, ZDA 
 
 lecitin                                                                                Sigma Aldrich, ZDA 
 
 metanol                                                                                    Merck, Nemčija 
 
 natrijev klorid (NaCl)                                                              Merck, Nemčija 
 
 dušik (tekoči)                                                                          Messer, Nemčija 
 
 natrijev dodecil sulfat (SDS)                                                   Merck, Nemčija 
 
 trehaloza                                                                           Sigma Aldrich, ZDA 
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3.1.2 Pripomočki 
 
 Proizvajalec 
 avtomatske pipete in nastavki                                         Biohit Sartorius, Nemčija 
   
 brizge                                                                                                       BD, ZDA 
 
 centrifugirke (50ml)                                                                       Brand, Nemčija 
 
 filtri 0,45µL                                                                               Sartorius, Nemčija                                                                       
 
 igle                                                                                                     TIK, Slovenja 
 
 kvarčne kivete                                                                              Hellma, Nemčija 
 
 siringa                                                                                            Hamilton, ZDA 
 
 
3.1.3 Aparature 
 
 Proizvajalec 
 ekstrudor za pripravo unilamelarnih veziklov                Avanti Polar Lipids, Inc., ZDA 
 
 He-Ne laser Uniphase JDL 1145P, 20mV,                                               Thorlabs, ZDA 
 λ0 = 632,8 nm in atenuator   
 
 hladilnik za shranjevanje                                                                     Liebherr, Nemčija 
 
 Litesizer                                   Anton Paar, ZDA 
 
 programska oprema 3D DLS spectrometer                       LS Instruments GmbH, Švica 
 v6.6.2.34                                                                  
 
 sistem za merjenje dinamičnega in statičnega                  LS Instruments GmbH, Švica 
  sipanja laserske svetlobe 3D-DLS-SLS 
  križno-korelacijski spektrometer  
 
 stresalnik                                                                                            Tehtnica, Slovenija 
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 sušilnik                                                                                                       IOB, Nemčija 
                                                                                      
 tehtnica                                                                               Acculab, Sartorius, Nemčija 
 
 vodna črpalka                                                                                          Brand, Nemčija 
 
 
3.2 Priprava veziklov  
 
Priprava suspenzij jajčnega lecitina je obsegala večje število korakov, ki so opisani v 
nadaljevanju. 
 
3.2.1 Priprava raztopine lipida 
 
Najprej smo pripravili 18 ml mešanice kloroforma (K) in metanola (Me) v razmerju 2:1 
(12 ml kloroforma in 6 ml metanola, oznaka K/Me). Nato pa še raztopino lipida s 
koncentracijo 50 mg/ml, tako da smo 2,364 ml K/Me dodali 0,1182 g lipida.  
 
Mešano topilo smo odmerili s pomočjo steklene injekcije – hamiltonke ter s pomočjo 
mešanja s spatulo raztopili lecitin. Stekleničko smo zaprli z zamaškom in obdali s 
teflonskim trakom za boljše tesnjenje, da ne bi prišlo do izhlapevanja topila.  
 
3.2.2 Priprava PBS pufra 
 
Za pripravo 1 L pufra, ki vsebuje 137 mM NaCl; 10 mM fosfat in 2,7 mM KCl, smo 
natehtali spodaj navedene mase soli (tabela 1). Pripravljen pufer smo uporabili za 
pripravo raztopin lecitina. 
 
Tabela 1: Tabela prikazuje natehtane mase soli za pripravo PBS pufra. 
Sol m / g 
NaCl 8,0375 
KCl 0,2024 
Na2HPO4 1,4231 
KH2PO4 0,2396 
 
Soli smo raztopili na magnetnem mešalu v 600 ml 3-krat destilirane vode. Nato smo pH 
pufra  iz 7,312 uravnali na 7,4. Za uravnavanje smo uporabili NaOH. 
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PBS pufer smo prenesli v 1 L bučo ter dodali destilirano vodo do oznake. Raztopino v 
bučki smo dobro premešali ter jo shranili v hladilnik.  
 
3.2.3 Priprava lipidnega filma 
 
Bučko z okroglim dnom smo sprali s kloroformom, s pomočjo injekcije pa dodali 0,5 ml 
raztopine lecitina ter 0,5 ml topila za boljšo porazdelitev raztopine lecitina po dnu bučke. 
Preostalo raztopino lecitina smo shranili, bučko pa smo priklopili na vodno črpalko, ki je 
omogočila hitrejše izhlapevanje topila. Bučko smo čez noč pustili sušiti v vakuumskem 
sušilniku. Na stenah bučke je po sušenju ostal lipidni film. 
 
3.2.4 Hidracija s PBS pufrom 
 
V bučko z lipidnim filmom smo z injekcijo preko filtra dodali 2,5 ml pufra. Čašo z bučko 
smo pustili, da se čez noč film vsaj delno raztopi v pufru. Koncentracija pripravljene 
raztopine lipida je bila 8,33 mg/ml. 
 
3.2.5 Stresanje ter zamrzovanje in odmrzovanje  
 
V bučko smo dodali 4 kroglice ter jo stresali na stresalniku približno 1 minuto. Nato smo 
raztopino s plastično pipeto prenesli v kriovialo ter jo zamrzovali v tekočem dušiku in 
odmrzovali s segrevanjem v topli vodi. Postopek smo ponovili 5-krat. S tem je bil vzorec 
pripravljen za ekstruzijo. 
 
3.2.6 Ekstruzija 
 
Ekstruzijo smo opravili pri sobni temperaturi. S pripravo vzorca po zgornjem postopku 
smo pridobili 3 ml suspenzije lecitina, za ekstruzijo pa smo uporabili le 2 ml suspenzije. 
Uporabljen ekstrudor je sestavljen iz vijakov, obročev, dveh injekcij (hamiltonki), dveh 
predfiltrov, membrane in stojala (slika 5). Uporabili smo membrano z velikostjo por 100 
nm, kar tudi določa radij nastalih veziklov. Pred sestavljanjem sistema je bilo potrebno 
vse elemente, z izjemo stojala, namočiti oziroma v primeru hamiltonk sprati z destilirano 
vodo ali s pufrom, v katerem je pripravljena suspenzija, da je ves sistem pripravljen pod 
enakimi pogoji. Pomembno je, da vzamemo vzorec z eno hamiltonko, ga spustimo čez 
predfilter in membrano 31-krat ter odvzamemo ekstrudiran vzorec iz druge hamiltonke. 
Ob ekstrudiranju je prišlo do nekaj izgub vzorca, tako da smo na koncu dobili približno 
1,5 ml končne suspenzije (ekstrudirana raztopina EggPC), ki smo jo shranili v novo 
kriovialo. 
 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
13 
 
 
Slika 5: Slika ekstrudorja. Vidimo lahko hamiltonko, obroče, vijake, čašo z miliQ vodo in stojalo. Predfiltra in 
membrana pa so že vstavljeni v obročih. 
3.2.7 Redčenje in merjenje vzorca 
 
Ekstrudiran vzorec je bilo potrebno pripraviti za merjenje na 3D-DLS instrumentu. 
Redčitev smo pripravili tako, da smo v epico odpipetirali 30 µl ekstrudiranih veziklov in 
970 µl PBS pufra. Testno merjenje na instrumentu je pokazalo, da je uporabljena redčitev 
ustrezna. Z  redčitvijo smo dobili koncentracijo raztopine lipida; ki je bila 249,6 µg/ml. 
 
Iz 3D-DLS rezultata smo sklepali, da je v suspenziji prisotna ena sama populacija 
veziklov, saj se je izrisal le en vrh (glej sliko 8 v nadaljevanju).  
 
Poleg tega smo želeli preveriti, če bo nadaljnje redčenje, do katerega bo prišlo ob 
dodajanju snovi, ki bodo na različne načine vplivale na vezikle, vplivalo na izmerjeno 
velikost na 3D-DLS instrumentu. Raztopino smo razredčili v razmerju 1 : 1 (redečen 
vzorec : PBS pufer). Velikosti so bile take kot smo želeli (radij veziklov okrog 50 nm), 
zato smo pripravili redčene vzorce za nadaljnje delo. PBS pufer smo prefiltrirali in nato 
pipetirali z 1 ml pipeto – za manjšo napako volumna. Pridobljene epice smo shranili v 
hladilnik, saj se je pri prvih poizkusih pokazalo, da je hranjenje v hladilniku pri +4 °C 
primerno, v primeru, da bomo vzorce uporabili v čim krajšem času.  
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3.3 Priprava raztopin surfaktantov  
 
Pripravljenim raztopinam veziklov jajčnega lecitina smo se odločili dodati 3 različne 
surfaktante, za katere predvidevamo, da bodo različno vplivali na stabilnost veziklov. 
Uporabili smo kationski surfaktant dodecil piridinijev klorid (DPC), anionski surfaktant 
natrijev dodecil sulfat (SDS) in nevtralen Brij 30. Pripravili smo 10 ml raztopine 
surfaktanta s koncentracijo 10 mM.  
 
3.4 Priprava suspenzij za določanje vpliva trehaloze 
 
Na začetku dela smo postavili hipotezo, da bo dodana trehaloza povečala stabilnost 
pripravljenih veziklov.  
 
Trehaloza je sestavljena iz dveh molekul glukoze in je stabilna v vodnih raztopinah tudi 
pri visokih temperaturah (slika 6). 
 
 
Slika 6: Slika prikazuje strukturno formulo molekule trehaloze. 
 
Pripravili smo suspenzije, ki so vsebovale različne koncentracije trehaloze. Različne 
koncentracije smo pripravili s pomočjo različnih volumnov dodane 500 mM založne 
raztopine trehaloze (založna raztopina je bila pripravljena s PBS pufrom).  
 
Pripravili smo raztopine s končnimi koncentracijami trehaloze 25 mM, 50 mM in 75 mM. 
Prav tako smo pripravili tako imenovani slepi vzorec, ki trehaloze ni vseboval. 
 
Za vsak vzorec smo želeli pripraviti 2 ml končne raztopine, od česar bo 1 ml ekstrudirane 
raztopine EggPC brez trehaloze, 1ml pa bo dodana različna koncentracija trehaloze v PBS 
pufru. 
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 Slepa (0): c = 0 mM; vezikli jajčnega lecitina in PBS pufer  1000 µL EggPC + 
1000 µL PBS 
 Koncentracija 1 (1): c = 25 mM; vezikli jajčnega lecitina in TRE+PBS  1000 
µL EggPC + (100 µL TRE + 900 µL PBS)  
 Koncentracija 2 (2): c = 50 mM; vezikli jajčnega lecitina in TRE+PBS  1000 
µL EggPC + (200 µL TRE + 800 µL PBS)  
 Koncentracija 3 (3): c = 75 mM; vezikli jajčnega lecitina in TRE+PBS  1000 
µL EggPC + (300 µL TRE + 700 µL PBS)  
 
3.5 Priprava suspenzij z dodatkom surfaktanta 
 
Pripravljenim raztopinam veziklov smo dodali različne volumne trehaloze in surfaktanta. 
Pri trehalozi smo se, na podlagi predhodnih rezultatov, odločili za uporabo volumnov, ki 
dajo 3 različne koncentracije raztopin trehaloze, in sicer 0 mM, 25 mM in 75 mM.  
Volumen surfaktanta pa smo določili preko razmerja med volumnom EggPC (30 µL) in 
volumnom surfaktanta. Želeli smo pripraviti spodaj navedena molska razmerja med 
surfaktantom in EggPC, označena kot molsko razmerje 
S
EggPC
  oziroma v nadaljevanju kot 
molsko razmerje O. 
 
Tabela 2: Tabela prikazuje dodatek volumna raztopine surfaktanta s koncentracijo 10 mM glede na želeno 
molsko razmerje med surfaktantom in EggPC. Prikzane so tudi končne koncentracije surfaktantov.  
 
molsko razmerje  
𝐒
𝐄𝐠𝐠𝐏𝐂
 
 
cS / mM 
 
VS / µL 
0 0 0 
0,25 0,038 7,5 
0,5 0,074 15 
1 0,148 30 
2,5 0,361 75 
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Vzorce smo pripravili na sledeč način: 
 
Tabela 3: Tabela prikazuje pripravo vzorcev glede na koncentracijo TRE in dodatka raztopine surfaktanta s 
koncentracijo 10 mM. 
 VS / µl 
cTRE / 
mM 
0 7,5 15 30 75 
 
0 mM 
1 ml EggPC 
    1 ml PBS 
1 ml EggPC 
1 ml PBS 
1 ml EggPC 
1 ml PBS 
1 ml EggPC  
1 ml PBS 
1 ml EggPC  
1 ml PBS 
 
25 mM 
1 ml EggPC  
0,1 ml TRE 
0,9 ml PBS 
1 ml EggPC 
0,1 ml TRE 
0,9 ml PBS 
1 ml EggPC  
0,1 ml TRE 
0,9 ml PBS 
1 ml EggPC 
0,1 ml TRE  
0,9 ml PBS 
1 ml EggPC 
 0,1 ml TRE  
0,9 ml PBS 
 
75 mM 
1 ml EggPC  
0,3 ml TRE  
0,7 ml PBS 
1 ml EggPC 
0,3 ml TRE 
0,7 ml PBS 
1 ml EggPC  
0,3 ml TRE 
0,7 ml PBS 
1 ml EggPC   
0,3 ml TRE  
0,7 ml PBS 
1 ml EggPC  
0,3 ml TRE  
0,7 ml PBS 
 
 
3.6 Metode 
 
Eksperimentalno smo želeli določiti hidrodinamski radij veziklov ter njihov naboj v 
suspenzijah z različno sestavo. Radij smo določali z metodo DLS z dvema napravama – 
3D-DLS instrument in Litesizer. Naboj pa smo določali z Litesizerjem.  
 
3.6.1 Dinamično sipanje svetlobe 
 
Velikost veziklov oziroma natančneje hidrodinamski radij veziklov lahko merimo s 
pomočjo metode na osnovi dinamičnega sipanja svetlobe, s katero merimo velikost delcev 
na nanometrski skali. Dispergirani delci se v tekočini gibajo naključno v vse smeri. 
Govorimo o Brownovem gibanju. Brownovo gibanje temelji na trkih med delci in 
molekulami topila. Pri trkih se prenese določena količina energije, kar nato povzroči 
gibanje delcev. Manjši delci se gibljejo hitreje kot večji, saj je prenos energije bolj ali 
manj konstanten in ima zatorej večji vpliv na manjše delce. Ob predpostavki, da so 
poznani vsi parametri, ki vplivajo na gibanje delca, lahko, z merjenjem hitrosti delcev, 
določimo hidrodinamski radij. Dinamično sipanje svetlobe pa je zasnovano ravno na 
Brownovem gibanju dispergiranih delcev [16, 17]. 
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Zvezo med hitrostjo gibanja delcev v mediju oziroma njihovim difuzijskim koeficientom 
D in velikostjo delcev podaja Stoke-Einsteinova enačba: 
 
𝐷 =
𝑘𝐵𝑇
6𝜋µ𝑅𝐻
                (1) 
 
Tu je D translacijski difuzijski koeficient [m2/s], preko katerega dobimo velikost delcev 
(Rh). Viskoznost medija µ [Pas] in temperatura T [K] sta parametra, ki direktno vplivata 
na gibanje delcev. kB predstavlja Boltzmannovo konstanto [m
2kg/Ks2], Rh pa 
hidrodinamski radij delca [m]. Za uporabo te enačbe mora biti gibanje delcev osnovano 
izključno na Brownovem gibanju. V primeru sedimentacije, naključnega gibanja ni, to pa 
vodi k napačnim rezultatom. Začetek sedimentacije torej kaže na zgornjo mejo velikosti 
za DLS merjenje. Najnižja mejna velikost pa je definirana z razmerjem signal-šum, saj 
mali delci ne sipajo veliko svetlobe in je zatorej merilni signal prešibek, in tudi z valovno 
dolžino uporabljene laserske svetlobe [17].  
 
DLS naprava deluje tako, da svetlobo iz laserja z določeno frekvenco (oziroma valovno 
dolžino) usmerjamo na kiveto, ki vsebuje preiskovani vzorec. V primeru, da vzorec 
vsebuje delce velikosti, ki je primerljiva z valovno dolžino svetlobe, pride do sipanja 
laserske svetlobe v vse smeri. Merimo lahko intenziteto (oziroma njeno spreminjanje s 
časom) sipane svetlobe in s tem signalom nato določimo difuzijski koeficient in nato še 
velikost delca preko Stoke-Einstein enačbe [17].  
 
Merimo fluktuacije v intenziteti sipane svetlobe. Manjši delci, ki se gibljejo hitreje, 
povzročajo hitrejše fluktuacije (slika 7A1). Iz meritev spreminjanja intenzitete s časom 
instrument generira tako imenovano korelacijsko funkcijo (sliki 7A2, 7B2) [17]. V osnovi 
korelacijska funkcija opisuje kako dolgo je delec prisoten na istem mestu. Prisotnost delca 
na istem mestu lahko razberemo iz začetne oblike korelacijske funkcije, saj je le-ta 
linearna in skoraj konstantna. Kasnejši eksponentni padec korelacijske funkcije pa 
pomeni, da se delec giblje in s tem tudi oddaljuje od začetnega položaja. Korelacijska 
funkcija pa zopet prikaže konstantno vrednost, ko ni več podobnosti z začetnim mestom. 
Eksponentno pojemanje korelacijske funkcije nam poda informacijo o velikosti 
difundirajočega delca. Hitrost pojemanja korelacijske funkcije s časom je odvisna od 
difuzijskega koeficienta D. Manjši delci se gibljejo hitro, imajo velik D, zato je pojemanje 
hitrejše. Večji delci se gibljejo počasneje in je zato pojemanje korelacijske funkcije 
počasnejše [17]. 
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Velikost delcev v vzorcu torej ni direktno izmerjena, ampak izmerimo difuzijski 
koeficient delcev. Vrednost hidrodinamskega radija, izračunana iz enačbe 1,  se nanaša 
na okrogle delce, ki difundirajo s tako hitrostjo kot delci v vzorcu [17].  
 
 
 
Slika 7: Prikaz razlike v fluktuaciji intenzitete sipane svetlobe ter korelacijski funkciji med majhnimi in velikimi 
delci. Graf A1 predstavlja fluktuacijo intenzitete sipane svetlobe za majhne delce. Graf A2 je korelacijska 
funkcija, ki jo generirajo majhni delci (pripada grafu A1); Graf B1 predstavlja fluktuacijo intenzitete sipane 
svetlobe za velike delce. Graf B2 je korelacijska funkcija, ki jo generirajo veliki delci (pripada grafu B1). 
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Končni rezultat meritve z DLS je pravzaprav porazdelitev velikosti delcev. V porazdelitvi 
se lahko pojavi različno število vrhov, odvisno od raznolikosti v velikosti delcev v vzorcu. 
Na slikah 8 in 9 so navedeni primeri za vzorce, ki so vsebovali en ali  dva vrhova.  
 
- Porazdelitev z enim vrhom  
Slika 8: Porazdelitev velikosti (Rh) delcev; normalizirana na najvišji vrh; za vzorec suspenzije EggPC z 0,148 
mM DPC in 25 mM TRE. Rh1 = 54 nm. 
 
Zgornji graf (slika 8) prikazuje porazdelitev velikosti delcev v suspenziji vzorca (EggPC 
z 0,148 mM DPC in 25 mM TRE). Viden je en vrh, kar pomeni, da so prisotni le delci z 
Rh okoli 50 nm.  
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- Porazdelitev z dvema vrhovoma  
Slika 9: Porazdelitev velikosti (Rh) delcev; normalizirana na najvišji vrh; za vzorec suspenzije EggPC z 0,074 
mM SDS in 25 mM TRE; ki vsebuje dva vrhova z Rh1 = 49 nm in Rh2 = 257 nm.  
 
Graf (slika 9) prikazuje porazdelitev velikosti delcev v suspenziji vzorca EggPC z 0,074 
mM SDS in 25 mM trehaloze. Opazimo dva vrhova, torej dve različni populaciji delcev. 
Najvišji vrh prikazuje delce, ki največ prispevajo k intenziteti sipane svetlobe. Sklepamo, 
da se pojavi največ delcev, ki imajo Rh  okoli 50 nm. Poleg teh delcev pa vidimo tudi 
večje delce, z Rh okoli 250 nm, ki pa jih je precej manj.   
 
3.6.2 Zeta potencial 
 
Zeta potencial je elektrokemijski potencial in je izmerjen na strižni površini materiala 
oziroma koloidnega delca, ko se le-ta giblje v tekočem mediju. Ob stiku z medijem pride 
do interakcij funkcionalnih skupin na delcu ali pa do adsorpcije ionov iz medija na 
njegovo površino. Posledica tega je naboj na površini, ki privlači nasprotno nabite delce. 
Nabiti delci se vežejo spontano in tvorijo tako imenovani elektrokemijski dvojni sloj. Zeta 
potencial je posledica začetnega naboja površine in akumuliranega sloja in je dober 
pokazatelj stabilnosti koloidnih raztopin z dispergiranimi delci. Velikost zeta potenciala 
nam pove kakšna je stopnja elektrostatskega odboja med delci, ki so podobno nabiti. 
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Stopnja je neodvisna od predznaka zeta potenciala, torej visoka negativna vrednost ne 
pomeni nizkega potenciala, vsakršna pozitivna vrednost pa ne pomeni visokega 
potenciala [18, 19]. 
 
Pri manjših delcih visoka absolutna vrednost zeta potencial nudi stabilnost disperzije in 
pomeni, da bo agregacija v raztopini manj verjetna. Pri nizkem zeta potencialu pa lahko 
privlačne sile prevladajo nad odbojnimi in tako lahko pride do nastanka manjših skupkov 
delcev. Visok potencial je vsak potencial, ki je večji od ± 30 mV.  Koloidi z višjo 
absolutno vrednostjo zeta potenciala so električno stabilni, koloidi z nižjim zeta 
potencialom pa so nagnjeni k koagulaciji, sedementaciji in nastanku majhnih skupkov 
[19].  
 
Zeta potencial delcev se po navadi meri preko elektroforetskega gibanja delcev. S 
pomočjo uvedbe električnega polja pride do elektroforetskega gibanja delcev, s katerim 
nato pridobimo vrednost zeta potenciala. Hitrost gibanja je med drugim odvisna od naboja 
delca, pri čemer bodo imeli delci, ki imajo večji naboj, višjo hitrost [19]. 
 
Elektroforetsko gibanje se določa preko analize faznega zamika sipane svetlobe. 
Posledica gibanja delcev v električnem polju je premik frekvence vpadnega laserskega 
žarka, kar poznamo kot Dopplerjev premik. Ti premiki so proporcionalni hitrosti delcev 
in jih lahko uporabimo za elektroforetsko merjenje zeta potenciala [19].  
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4. REZULTATI IN DISKUSIJA  
 
Pripravljene raztopine smo uporabili za merjenje na dveh različnih napravah, na 3D-DLS 
instrumentu in na Litesizerju. S prvo smo merili hidrodinamski radij veziklov pri kotu 
130°, z drugo pa poleg radija (pri kotu 175°) še zeta-potencial. 
 
4.1 Meritve na 3D-DLS instrumentu 
 
Vzorce za merjenje na 3D-DLS instrumentu smo pripravili po že poprej opisanem 
postopku (tabela 2). Vsak vzorec smo tik pred merjenjem prefiltrirali skozi filter z 
velikostjo por 0,45 m direktno v merilno kiveto.  
 
4.1.1 Preverjanje spreminjanja velikosti veziklov skozi časovno obdobje  
 
Velikost pripravljenih veziklov smo spremljali v obdobju osmih mesecev, saj nas je 
zanimala stabilnost veziklov skozi daljše časovno obdobje. Vzorci niso vsebovali nič 
drugega kot vezikle v osnovni pufrni raztopini.  
 
Spodnja tabela prikazuje rezultate meritev za slepi vzorec v obdobju osmih mesecev. 
Vzorci so bili pripravljeni po istem postopku, na isti dan.  Vsi vzorci so bili hranjeni v 
zamrzovalniku pri temperaturi -22 °C in smo jih pomerili na določen dan – v tabeli lahko 
vidimo, kakšne so bile izmerjene velikosti radijev po preteku določenega števila dni 
hranjenja v zamrzovalniku.  
 
Postopek merjenja je bil enak kot pri vzorcih, katerim smo dodajali surfaktante. Vsak 
analizirani slepi vzorec, ki smo ga vzeli iz zamrzovalnika, smo najprej 15 minut 
termostatirali v toplotni kopeli (25 °C), z namenom, da bi bili pogoji merjenja med vzorci 
čim bolj unimerni.  
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Tabela 4: Prikaz hidrodinamskih radijev Rh za slepi vzorec. Vzorec je bil določeno število dni (1. stolpec) hranjen 
v zamrzovalniku pri temperaturi -22 °C. Velikost je bila pomerjena ob isti uri.  
t / dan Rh / nm 
1 60 
8 56 
17 76 
224 78 
240 67 
 
Spodnji graf (slika 10) prikazuje izmerjene vrednosti hidrodinamskih radijev v odvisnosti 
od števila dni hranjenja slepega vzorca v zamrzovalniku pri temperaturi -22 °C. 
Slika 10: Grafični prikaz odvisnosti velikosti hidrodinamskega radija Rh od števila dni hranjenja v 
zamrzovalniku pri  -22 °C. 
 
Rezultati merjenja slepih vzorcev skozi časovno obdobje osmih mesecev kažejo na dobro 
stabilnost veziklov pri shranjevanju raztopin pri temperaturi -22 °C. Iz zgornje tabele in 
zgornjega grafa lahko razberemo, da se je prvi mesec velikost veziklov ohranila. Meritev 
po 8 mesecih shranjevanja v zamrzovalniku pa je pokazala, da je vrednost 
hidrodinamskega radija ostala med 60 in 70 nm. Iz tega lahko sklepamo, da se stabilnost 
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vzorca z daljšim časom merjenja ohranja. Smatramo torej lahko, da je vzorec, ki je 
shranjen približno pol leta pri -22 °C, stabilen in uporaben za nadaljnje poskuse.  
 
Poleg tega smo opravili tudi meritev za več vzorcev, ki so bili 240 dni shranjeni v 
hladilniku pri približno +4 °C (tabela 5). Vidimo lahko, da so se pojavili vrhovi z Rh med 
57 nm in 68 nm. Do dodatnih vrhov ni prišlo, kar kaže na ohranjanje začetne velikosti 
veziklov.  
 
Tabela 5: Prikaz hidrodinamskih radijev Rh za štiri slepe vzorce. Vzorci so bili 240 dni hranjeni v hladilniku pri 
temperaturi +4 °C. Meritve so bile opravljene na isti dan.  
slepi vzorec Rh / nm 
1  57 
2 68 
3 67 
4 61 
 
Na podlagi rezultatov lahko trdimo, da je najbolj optimalno, da se pripravljene vezikle 
uporabi v najkrajšem možnem času, saj je njihovo hranjenje nepredvidljivo in bi lahko 
zaradi tega prišlo do nepotrebnih napačnih rezultatov ali njihove interpretacije. Ker sami 
nismo imeli na razpolago ekstrudorja, smo vzorce morali hraniti pri primernih pogojih. 
Le-te smo s testnim merjenjem slepega vzorca preverjali skozi osem mesečno obdobje in 
se na koncu odločili, za hranjenje v hladilniku pri približno +4 °C.  
 
4.1.2 Preverjanje vpliva trehaloze  
 
Trehaloza je sladkor in zanjo smo pričakovali, da bo povečala stabilnost pripravljenih 
veziklov. Dogajanje smo spremljali s pomočjo merjenja hidrodinamskega radija veziklov 
v razdobju 18 dni. Tabela 6 prikazuje spreminjanje Rh v odvisnosti od koncentracije 
dodane trehaloze in časa hranjenja raztopin. Vsi vzorci so bili med merjenjem hranjeni v 
hladilniku pri +4 °C. Iz meritev v tabeli 6 vidimo, da se je velikost veziklov v večini 
primerov ohranila, vendar pa so se začeli pojavljati dodatni delci manjših oziroma večjih 
velikosti. Osnovna velikost veziklov (1. dan) je bila 69 nm. Slepi vzorec, ki je bil 1 dan v 
hladilniku (2. dan) je vseboval večinoma delce velikosti okoli 87 nm ter delce z radijem 
okoli 30 nm (glej vrednosti v oklepaju). Glede na rezultate prvega dne merjenja je prišlo 
do rahlega povečanja veziklov in nastajanja manjših. Podobno se je pripetilo v vzorcu z 
dodatkom trehaloze v koncentraciji 25 mM, le da je bila v tem primeru razlika med 
prvotnim radijem veziklov (Rh = 69 nm) manjša, na novo nastali delci pa so prav tako 
manjši kot pri slepem vzorcu (med 10 in 20 nm). Vzorca s koncentracijo trehaloze 50 mM 
in 75 mM pa vsebujeta le delce primerljivih velikosti kot so jo imeli prvotni vezikli (okrog 
70 nm). Sklepamo lahko, da višja koncentracija trehaloze poveča stabilnost veziklov.  
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Pri meritvah opravljenih 5. dan pa vidimo, da so pri slepi probi (vzorec brez dodane 
trehaloze) nastali tudi večji delci, skupki  s hidrodinamskim radijem skoraj 300 nm, kar 
bi lahko pomenilo, da so se vezikli začeli povezovati med seboj ali pa zlivati eden v 
drugega. V vzorcih z dodano trehalozo tako velikih delcev nismo zasledili. Vidimo, da v 
vzorcih z dodatkom trehaloze prevladujejo delci, ki so primerljive velikosti kot primarni 
vezikli. Zopet pa sta vzorca z najvišjima koncentracijama trehaloze ostala intaktna in se 
je velikost delcev ohranila, zasledili pa nismo nobenih drugih delcev.   
 
Iz izmerjenih rezultatov lahko sklepamo, da je trehaloza prispevala k ohranitvi stabilnosti 
delcev. Velikosti veziklov v vzorcih z višjo koncentracijo trehaloze so ostale okoli 70 nm, 
kot je velikost veziklov v vzorcu brez dodatka trehaloze (slepi vzorec) na prvi dan 
merjenja. Prav tako ni prišlo do nastanka dodatnih, večjih ali manjših, delcev. Nasprotno 
pa velja za slepi vzorec, ki je vsako nadaljnjo meritev vseboval dodatne vrhove. Vendar 
pa je bilo po intenziteti razvidno, da v vzorcu močno prevladujejo delci, ki imajo Rh okrog 
70 nm, torej so primerljivi s primarno velikostjo veziklov.  
 
Tabela 6: Rezultati meritev hidrodinamskih radijev Rh v suspenzijah EggPC z različno koncentracijo dodane 
TRE  po dnevih. Vzorci so bili hranjeni v hladilniku. V oklepaju so podane vrednosti Rh, ki so manjše od osnovne 
velikosti veziklov (Rh okoli 70 nm). 
 
Vpliv trehaloze na porazdelitev velikosti delcev je lepo vidna tudi na sliki 11. Graf 
prikazuje rezultate na 18. dan merjenja. Vsaka od krivulj predstavlja vzorec z določeno 
koncentracijo trehaloze. Razvidno je, da se pri slepem vzorcu pojavi dodaten vrh pri 
manjših Rh, ki predstavlja populacijo delcev, ki so manjši kot delci, ki predstavljajo 
večinsko populacijo (višji vrh). Pri vzorcih z dodatkom trehaloze pa vidimo, da se dodatni 
vrhovi ne pojavijo. Prav tako so vrhovi za primarne delce v vzorcu (torej vezikle) višji in 
ožji. To pomeni, da je porazdelitev velikosti ožja, čeprav je povprečna velikost 
primerljiva. Tudi to kaže na pozitiven vpliv dodane trehaloze na velikost veziklov EggPC. 
 
 
 
 
 
 1. dan 2. dan 5. dan 18. dan 
cTRE / 
mM 
Rh,1 / 
nm 
Rh,2 / 
nm 
Rh,1 / 
nm 
Rh,2 / 
nm 
Rh,1 / 
nm 
Rh,2 / 
nm 
Rh,1 / 
nm 
Rh,2 / 
nm 
0 69 / (29) 87 / 59 279 (35) 66 / 
25 / / (19) 73 / (13) 71 / 85 / 
50 / / 69 / 70 / 68 / 
75 / / 78 / 73 / 76 / 
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Slika 11: Porazdelitev hidrodinamskih radijev Rh v vzorcih EggPC z različnimi koncentracijami dodane TRE 
po 18.ih dneh shranjevanja v hladilniku.   
 
Podobne rezultate glede povečanja stabilnosti veziklov lecitina z dodatkom trehaloze pa 
so dobili tudi v eni izmed študij, kjer so se ukvarjali s procesom liofilizacije (zamrzovanje 
s sušenjem) z melatoninom napolnjenimi nanodelci lecitina in kitosana (linearni 
polisaharid). Njihov namen je bil ohranjanje kemijskih in fizikalnih lastnosti nanodelcev 
za obdobje 7 mesecev. Kot potencialna krioprotektanta pri liofilizaciji so izbrali glukozo 
in trehalozo. Le trehaloza se je izkazala za primerno, saj je omogočila, da ni prišlo do 
bistvenih sprememb v velikosti nanodelcev tudi po sedmih mesecih shranjevanja pri +4 
°C [20]. 
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4.1.3 Vpliv dodatka DPC 
 
Iz tabele 7 lahko vidimo, da so velikosti delcev v vzorcih brez dodatka DPC podobne (Rh 
okrog 50-60 nm), ne glede na vsebnost trehaloze.  
 
Tabela 7: Rezultati meritev hidrodinamskih radijev Rh v suspenzijah EggPC z različno koncentracijo dodane 
TRE  in različnimi koncentracijami surfaktanta DPC. Prav tako so podana molska razmerja O.  
 
0,038 mM koncentracija raztopine DPC ne povzroči bistvenih sprememb v velikosti 
hidrodinamskih radijev veziklov (slika 12). Iz tega lahko sklepamo, da je ta količina DPC 
premajhna, da bi znatno vplivala na stabilnost raztopine veziklov. Verjetno se DPC delno 
vgradi v dvoplast veziklov. Ker pa ga je malo, na velikost znatno ne vpliva.  
 
Pri 0,074 mM koncentraciji raztopine DPC in pri koncentraciji trehaloze 0 in 75 mM do 
sprememb v velikosti hidrodinamskih radijev veziklov ni prišlo (sliki 12A, 12C). 
Rezultati za Rh so skoraj identični kot pri najmanjšem dodatku DPC. To lahko pomeni, 
da je trehaloza efektivno zaščitila vezikle pred vgrajevanjem DPC. Vendar pa izstopa 
vzorec z najmanjšo koncentracijo trehaloze (25 mM). Tu se v porazdelitvi pojavi dodaten 
vrh pri občutno manjših vrednostih Rh veziklov (17 nm), na osnovi česar sklepamo, da je 
lahko prišlo do delnega razbitja veziklov (slika 12B).  
 
0,148 mM koncentracija raztopine surfaktanta DPC je povzročila obsežnejše vgrajevanje 
DPC v vezikle in posledično njihovo rast. To je najbolj razvidno pri koncentraciji 
trehaloze 0 mM, kjer se pojavijo delci z Rh okrog 300 nm (slika 12A). V vzorcih z 
dodatkom trehaloze pa je le-ta zaščitila vezikle pred vplivom DPC in zato do pojava teh 
večjih delcev ni prišlo (sliki 12B, 12C).  
 
Pri 0,361 mM koncentraciji raztopine DPC je prišlo do razgradnje veziklov; če trehaloza 
ni bila dodana - izginil je vrh pri 300 nm in pojavil se je vrh pri 12 nm (slika 12A). Pri 
dodatku trehaloze pa do sprememb velikosti hidrodinamskih radijev ponovno ni prišlo 
(sliki 12B, 12C). 
 
 cTRE = 0 mM cTRE = 25 mM cTRE = 75 mM 
cDPC / 
mM 
molsko 
razmerje 
O 
Rh,1 / 
nm 
Rh,2 / 
    nm 
Rh,1 / 
nm 
Rh,2 / 
nm 
Rh,1 / 
nm 
Rh,2 / 
nm 
0 0 50 / 61 / 62 / 
0,038 0,25 53 / 53 / 58 / 
0,074 0,5 53 / (17) 61 / 57 / 
0,148 1 49 300 54 / 60 / 
0,361 2,5 (12) 59 / 58 / 52 / 
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Slika 12: Porazdelitev velikosti hidrodinamskega radija Rh delcev, normalizirana na najvišji vrh, za vzorec 
suspenzije EggPC z dodatkom štirih različnih koncentracij raztopine DPC in tremi različnimi koncentracijami 
TRE. Graf A predstavlja porazdelitve velikosti Rh za vzorce z dodatkom štirih koncentracij DPC in 0 mM TRE; 
Graf B predstavlja porazdelitve velikosti Rh za vzorce z dodatkom štirih koncentracij DPC in 25mM TRE; Graf 
C predstavlja porazdelitve velikosti Rh za vzorce z dodatkom štirih koncentracij DPC in 75mM TRE. 
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Dokaj konsistentno velikost hidrodinamskih radijev veziklov lahko vidimo tudi iz grafa 
(slika 13), v katerem so zbrane le točke, ki predstavljajo vrhove za primarne vezikle (Rh,1 
v tabelah), saj se točke, ki prikazujejo posamezne meritve pri različnih dodatkih trehaloze 
med seboj veliko ne razlikujejo.  
 
 
Slika 13: Grafični prikaz odvisnosti velikosti primarnih veziklov (kot hidrodinamski radij, Rh ) v suspenzijah 
EggPC od koncentracije dodanega surfaktanta DPC pri različnih koncentracijah TRE (označeno na sliki).  
 
Iz rezultatov, ki so podani v tabeli 7 in prikazani na slikah 12 in 13, lahko sklepamo, da 
je trehaloza zaščitila vezikle pred vgrajevanjem DPC. Prav tako pa opazimo, da ob 
premajhnem dodatku surfaktanta do sprememb ne pride. Spremembe so tako odvisne tudi 
od količine dodanega surfaktanta. V primeru DPC se je izkazalo; da pri dodatku 0,148 
mM raztopine DPC suspenziji EggPC pride do vgrajevanja surfaktanta v dvoplast in do 
povečanja velikosti veziklov; pri najvišji koncentraciji (0,361 mM) pa DPC vpliva tako; 
da vezikle razgradi in se pojavijo manjši delci. 
 
V eni izmed podobnih študij so spremljali spremembe veziklov lecitina ob dodatku 
kationskega surfaktanta cetil trimetil amonijevega klorida – CTAC. Dodatek nizke 
koncentracije surfaktanta CTAC je povzročilo povečanje veziklov. Prav tako so ugotovili, 
da ob določenem koncentracijskem razonu, pride do nastanka novih vmesnih mešanih 
struktur [21].  
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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4.1.4 SDS 
 
Tabela 8 prikazuje rezultate merjenja hidrodinamskih radijev pri kotu 130° v raztopinah 
veziklov z dodatkom SDS. Kot smo že omenili pri DPC, pri slepih vzorcih (brez dodanega 
SDS) zaradi prisotnosti trehaloze ne pride do sprememb v velikosti veziklov (Rh je okrog 
60 nm). 
 
Tabela 8: Rezultati meritev hidrodinamskih radijev Rh v suspenzijah EggPC z različno koncentracijo dodane 
TRE  in različnimi koncentracijami surfaktanta SDS. Prav tako so podana molska razmerja O. 
 
Tudi pri 0,038 mM koncentraciji raztopine SDS se vezikli ne spremenijo; velikosti 
hidrodinamskih radijev ostanejo približno enake (okrog 60 nm) kot v izhodnih 
suspenzijah (slika 14). Sklepamo torej lahko, da je ta koncentracija surfaktanta 
premajhna, da bi vplivala na velikost veziklov.  
 
Nasprotno pa večje spremembe v Rh opazimo že pri 0,074 mM koncentraciji raztopine 
surfaktanta SDS. Vidimo, da se spremenijo velikosti delcev v vzorcu, ki vsebuje 25 mM 
trehaloze (slika 14B). Pojavijo se večji delci (Rh okrog 260 nm), zato sklepamo na 
vgradnjo surfaktanta v vezikle EggPC in njihovo rast.   
 
Pri 0,148 mM koncentraciji raztopine SDS se večji delci pojavijo pri dveh vzorcih; pri 
tistem; ki ne vsebuje trehaloze (Rh okrog 180 nm; slika 14A) in pri tistem z najnižjo; to 
je 25 mM koncentracijo trehaloze (Rh okrog 355 nm; slika 14B); medtem ko pri vzorcu; 
ki vsebuje 75 mM koncentracijo trehaloze; do večjih sprememb ni prišlo (slika 14C). Iz 
tega lahko ponovno sklepamo, da več prisotne trehaloze bolj ohranja stabilnost veziklov 
EggPC.  
 
Zanimivo je; da 0,361 mM raztopina surfaktanta SDS pri vzorcu brez trehaloze ne 
povzroči sprememb velikosti. Do le-teh pa pride tako pri vzorcu s 25 mM koncentracijo 
 cTRE = 0 mM cTRE = 25 mM cTRE = 75 mM 
cSDS / 
mM 
molsko 
razmerje 
O 
Rh,1 / 
nm 
Rh,2 /  
nm 
Rh,1 / 
nm 
Rh,2 / 
nm 
Rh,1 / 
nm 
Rh,2 / 
nm 
0 0 50 / 61 / 62 / 
0,038 0,25 58 / 61 / 61 / 
0,074 0,5 54 / 49 257 51 / 
0,148 1 (19) 54 178 50 354 46 72 
0,361 2,5 56 / (7) 59 / (5) 53 / 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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trehaloze, kot pri vzorcu s 75 mM koncentracijo trehalozo.  Pri obeh pride do razbitja 
veziklov na manjše delce (Rh okrog 5 nm).  
 
Zakaj je prišlo do sprememb pri vzorcih z dodano trehalozo, pri vzorcih brez trehaloze pa 
se je sprememba zgodila le v enem primeru (0,148 mM raztopine SDS); je težko reči; saj 
nedvomno tega nismo pričakovali. Morda je prišlo do kakšnega sinergističnega vpliva 
surfaktanta in trehaloze, na primer do njunega hkratnega vgrajevanja v vezikle, ali pa je 
bil vzorec na splošno manj stabilen.  
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
33 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 14: Porazdelitev velikosti hidrodinamskega radija Rh delcev, normalizirana na najvišji vrh, za vzorec 
suspenzije EggPC z dodatkom štirih različnih koncentracij raztopine SDS in tremi različnimi koncentracijami 
TRE. Graf A predstavlja porazdelitve velikosti Rh za vzorce z dodatkom štirih koncentracij SDS in 0 mM TRE; 
Graf B predstavlja porazdelitve velikosti Rh za vzorce z dodatkom štirih koncentracij SDS in 25mM TRE; Graf 
C predstavlja porazdelitve velikosti Rh za vzorce z dodatkom štirih koncentracij SDS in 75mM TRE. 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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Slika 15 prikazuje vpliv koncentracije SDS na Rh primarnih veziklov. Razberemo lahko, 
da so velikosti primarnih veziklov med seboj podobne. Opaziti je rahlo zmanjšanje 
velikosti pri srednji koncentraciji dodanega SDS (0,074 mM in 0,148 mM) in nato 
povečanje pri najvišji koncentraciji (0,361 mM); vendar so razlike na meji 
eksperimentalne napake. 
 
 
 
Slika 15: Grafični prikaz odvisnosti velikosti primarnih veziklov (kot hidrodinamski radij, Rh ) v suspenzijah 
EggPC od koncentracije dodanega SDS pri različnih koncentracijah TRE (označeno na sliki).  
 
V študiji, v kateri so obravnavali strukturne spremembe posameznih in mešanih veziklov 
ob dodatku surfaktanta SDS, so uporabili fosfatidil holin in fosfatidilno kislino (oba 
fosfolipida sta prisotna tudi v jajčnem lecitinu). Dodatki pa so bili precej večji kot v našem 
primeru (njihova najnižja koncentracija je bila 1 mM). Takoj po dodatku surfaktanta je 
prišlo do povišanja koncentracije mešanih veziklov, kasneje pa do sproščanja struktur 
(razpada dvosloja) in hkrati micelizacije. Ugotovili so, da sta čas in stopnja solubilizacije 
odvisna od količine dodanega SDS. Razpad dvosloja in nastanek mešanih micel sta 
odvisna od strukture posameznega fosfolipida. Solubilizacija vezikla fosfatidilne kisline 
je potekla zelo hitro, solubilizacija fosfatidil holina pa je, zaradi kompleksne strukture in 
obojestransko ionske narave, zapletena. [22].  
 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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4.1.5 Brij 30 
 
Tabela 9 prikazuje rezultate merjenja vzorcev Rh, katerim smo dodali ne-ionski 
surfaktant Brij 30, pri kotu 130°. 
 
Tabela 9: Rezultati meritev hidrodinamskih radijev Rh v suspenzijah EggPC z različno koncentracijo dodane 
TRE in različnimi koncentracijami surfaktanta Brij 30.  Prav tako so podana molska razmerja O. 
 
Pri najnižji koncentraciji  (0,038 mM) surfaktanta Brij 30 je prišlo do spremembe 
velikosti veziklov le pri vzorcu; v katerem je bila koncentracija trehaloze 25 mM (slika 
16B). Pojavil se je dodaten vrh, ki nakazuje na delce manjših velikosti (Rh = 25 nm), kar 
bi lahko pomenilo, da je prišlo do delnega razbitja veziklov.  
 
0,074 mM koncentracija Brij 30 je pri vzorcu brez trehaloze povzročila razbitje veziklov; 
saj se pojavijo delci manjših velikosti (slika 16A). Pri vzorcu z manjšo koncentracijo 
trehaloze (25 mM) pa se pojavijo delci večjih velikosti (Rh je okrog 173 nm; slika 16B), 
kar namiguje na vgradnjo surfaktanta v vezikle in njihovo rast. V vzorcu s 75 mM 
koncentracijo trehaloze pa so delci ostali nespremenjeni. 
 
0,148 mM koncentracija Brij 30 pri vzorcu brez trehaloze ni povzročila sprememb. Pri 
vzorcu s 25 mM koncentracijo je prišlo do razbitja veziklov (slika 15B), pri vzorcu z 
najvišjo koncentracijo trehaloze (slika 16C) pa vidimo veliko večje delce, iz česar lahko 
sklepamo, da je prišlo do vgradnje surfaktanta v vezikle in njihove rasti v večje.  
 
Pri 0,361 mM koncentraciji Brij 30 opazimo spremembe pri vseh treh vzorcih; brez in z 
dodano trehalozo. Pri vzorcih brez in z najmanjšo koncentracijo trehaloze se je primarna 
velikost delcev ohranila, pojavili pa so se večji delci (okrog 300 nm; sliki 16A in 16B), 
kar kaže na vgrajevanje surfaktanta. Pri vzorcu s 75 mM koncentracijo trehaloze pa so se 
pojavili tudi delci manjših velikosti, torej je prišlo do razbitja veziklov (slika 16C).  
 cTRE = 0 mM cTRE = 25 mM cTRE = 75 mM 
cBrij 30 / 
mM 
Molsko 
razmerje 
O 
Rh,1 / 
nm 
Rh,2 /  
nm 
Rh,1 / 
nm 
Rh,2 / 
nm 
Rh,1 / 
nm 
Rh,2 / 
nm 
0 0 50 / 61 / 62 / 
0,038 0,25 54 / (25) 56 / 59 / 
0,074 0,5 (17) 62 / 47 173 61 / 
0,148 1 59 / (12) 64 / 56 231 
0,361 2,5 50 304 53 455 (19) 66 / 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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Slika 16: Porazdelitev velikosti hidrodinamskega radija Rh delcev, normalizirana na najvišji vrh, za vzorec 
suspenzije EggPC z dodatkom štirih različnih koncentracij raztopine Brij 30 in tremi različnimi 
koncentracijami TRE. Graf A predstavlja porazdelitve velikosti Rh za vzorce z dodatkom štirih koncentracij 
Brij 30 in 0 mM TRE; Graf B predstavlja porazdelitve velikosti Rh za vzorce z dodatkom štirih koncentracij 
Brij 30 in 25mM TRE; Graf C predstavlja porazdelitve velikosti Rh za vzorce z dodatkom štirih koncentracij 
Brij 30 in 75mM TRE. 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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Slika 17 prikazuje rezultate merjenja velikosti hidrodinamskih radijev primarnih veziklov 
v vzorcih z dodanim Brij 30. Opazimo lahko, da se pri višjih koncentracijah surfaktanta 
pojavijo večje razlike v velikosti delcev med vzorci glede na vsebnost trehaloze. 
Predvsem gre za pojave dodatnih vrhov, ki so si med seboj veliko bolj različni, kot tisti 
pri nizkih koncentracijah Brij 30. 
 
Slika 17: Grafični prikaz odvisnosti velikosti primarnih veziklov (kot hidrodinamski radij, Rh ) v suspenzijah 
EggPC  od koncentracije dodanega surfaktanta Brij 30 pri različnih koncentracijah TRE (označeno na sliki).  
 
V enem izmed raziskovalnih del so se ukvarjali z vplivi ne-ionskega surfaktanta octaetilen 
glikol n-dodecil monoetra (C12E8) na velikost in strukturo veziklov lecitina. Manjše 
koncentracije surfaktanta so povzročile nabreklost vezikla, ampak do spremembe v 
velikosti in strukturi ni prišlo. Z višanjem koncentracije surfaktanta je prišlo do 
vgrajevanja  surfaktanta in posledično do povečanja vezikla. Pri najvišjih koncentracijah 
surfaktanta pa so začele nastajati cilindrične mešane micele. Prav tako so ugotovili, da 
ima višanje temperature pomembno vlogo pri nastajanju večjih veziklov in mešanih micel 
[23].  
 
 
 
 
 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
38 
 
4.2 Meritve na instrumentu Litesizer 
 
Velikost veziklov je mogoče spremljati tudi z napravo imenovano Litesizer. Poleg 
velikosti pa lahko s tem instrumentom spremljamo tudi zeta potencial, kar je bil tudi naš 
prvoten namen. Želeli smo ugotoviti, kako se zeta potencial veziklov spreminja v 
odvisnosti od temperature in dodatka različnih surfaktantov.  
 
Vzorce smo pripravili na enak način kot za meritve na 3D-DLS instrumentu. Prav tako 
smo raztopino vzorca v kvarčno kiveto izbrizgali preko 0,45 µm filtera. Med samim 
merjenjem velikosti in kasneje zeta potenciala smo vzorec konstantno hranili v napravi, 
odstranili smo ga šele po vseh opravljenih meritvah. Z namenom, da bi se izognili 
napakam pri merjenju velikosti veziklov (zaradi segrevanja na višje temperature je 
namreč prišlo do nastajanja mehurčkov, ki lahko vplivajo na uspešnost merjenja velikosti, 
ne pa na zeta potencial, saj je pri slednjem pomembno le, da sta elektrodi potopljeni v 
raztopino), smo začeli z merjenjem velikosti in nato nadaljevali z merjenjem zeta 
potenciala. 
 
Vse vrednosti Rh so podane s širino porazdelitve (PDI, v nm) in vrednosti zeta potenciala 
s standardno deviacijo (SD, v mV), ki jo izračuna program instrumenta. 
 
4.2.1 DPC 
 
Tabela 10 prikazuje velikosti hidrodinamskih radijev veziklov in njihove zeta potenciale 
v vzorcih; ki ne vsebujejo trehaloze ter so brez ali pa z 0,038 mM koncentracijo 
surfaktanta DPC. Meritve so bile izvedene v temperaturnem razponu od 25 do 55 °C s 
korakom 10 °C. Grafični prikaz Rh in zeta potenciala v odvisnosti od temperature je podan 
na slikah 18 in 19. 
 
Tabela 10: Rezultati meritev hidrodinamskih radijev Rh in zeta potencialov ζ – potencial v suspenzijah EggPC 
brez in z 0,038 mM koncentracijo DPC pri 0 mM koncentraciji TRE in pri različnih T. Podane so tudi napake 
merjenja.  
cTRE = 0 mM Rh  PDI / nm ζ – potencial  SD / mV 
T / °C cDPC = 0 mM cDPC = 0,038 mM cDPC = 0 mM cDPC = 0,038 mM 
25 5716 5716 -8,41,8 1,62,2 
35 6319 5714 -7,72,7 -1,91,5 
45 5917 5817 -5,91,8 -2,92,6 
55 6923 5917 -7,50,9 -6,91,1 
 
Opazimo lahko, da se velikosti hidrodinamskih radijev veziklov bistveno ne spreminjajo 
niti s temperaturo niti z dodatkom DPC. Vezikli brez dodanega DPC s temperaturo rahlo 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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rastejo (Rh je 57 nm pri 25 °C in 69 nm pri 55 °C; glej sliko 18), medtem ko imajo tisti z 
dodanim DPC konstantno velikost (Rh je okrog 58 nm; slika 18). Prav tako se ti rezultati 
ujemajo z meritvami na 3D-DLS instrumentu. 
 
Dodaten podatek je PDI. Vidimo, da PDI naraste pri 55 °C, če DPC ni dodan, torej imajo 
v tem primeru velikosti delcev v raztopini širšo porazdelitev, kar smo ugotovili tudi že z 
3D-DLS. Pri dodanem DPC ostanejo porazdelitve pri 55 °C ožje (PDI je nespremenjen, 
pri vseh temperaturah približno enak).  
 
Iz rezultatov merjenja zeta potenciala veziklov v vzorcih brez dodatka surfaktanta lahko 
vidimo; da je le-ta negativen (med −6 in −8,4 mV) ter da se s temperaturo le malo 
spreminja (glej sliko 19). Pričakovali bi, da bo naboj veziklov EggPC okoli vrednosti 0, 
saj gre za nevtralen lipid, vendar ima fosfatidil holin v polarni glavi (glej strukturo na 
sliki 4) tako pozitiven naboj (na dušiku) kot tudi negativen naboj (na fosforju). Tako se 
tvori električna dvoplast, ki ima na zunanji strani pretežno pozitiven naboj. Na zunanjo 
stran dvoplasti se zato lahko adsorbirajo ioni iz raztopine (pufra) in tako pride do nekega 
merljivega naboja vezikla. Na osnovi negativne vrednosti zeta potenciala lahko sklepamo, 
da so na površini veziklov adsorbirani pretežno anioni.  
 
V eni izmed študij smo zasledili, da so veziklom iz jajčnega lecitina merili zeta potenciale 
pri različnih vrednostih pH. Ugotovili so, da so vrednosti zeta potenciala pri nevtralnem 
pH negativne. Z nižanjem pH pa pride do višanja zeta potenciala, pri pH<3 pa so vrednosti 
zeta potenciala že pozitivne [24]. 
 
Ob dodatku  kationskega surfaktanta DPC se je zeta potencial približal bolj pozitivni 
(oziroma manj negativni) vrednosti. Pri najmanjši; to je sobni T; je zeta potencial celo 
dosegel pozitivno vrednost (+1,6 mV). Bolj pozitivne vrednosti ob dodatku DPC smo 
pričakovali, saj je DPC kationski surfaktant, torej nosi pozitiven naboj. Pozitiven 
predznak zeta potenciala lahko razložimo z vgrajevanjem dodecil piridinijevega kationa 
v dvoplast vezikla, ki na ta način pridobi pozitiven naboj. Vendar pa nato z naraščajočo 
temperaturo zeta potencial izrazito pada (slika 19) in je že pri 35 °C spet negativen. Ob 
upoštevanju, da je Rh veziklov po dodatku DPC neodvisen od temperature (konstanten), 
bi lahko to pomenilo, da pride do delnega sproščanja dodecil piridinijevega kationa iz 
dvoplasti.  
 
Rezultati so primerljivi s študijo, v kateri so raziskovali zeta potencial liposomov iz 
fosfatidil holina, saj so prav tako dobili pozitivne vrednosti zeta potenciala ob dodatku 
bivalentnega kationa [25].  
 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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Slika 18: Grafični prikaz odvisnosti hidrodinamskega radija Rh veziklov od temperature v raztopinah brez (0 
mM) ali z 0,038 mM DPC;  koncentracija TRE je 0 mM; za vsako meritev je podana tudi napaka (PDI).  
 
 
Slika 19: Grafični prikaz odvisnosti zeta potenciala ζ – potencial veziklov od temperature v raztopinah brez (0 
mM) ali z 0,038 mM DPC;  koncentracija TRE je 0 mM; za vsako meritev je podana tudi napaka (SD).  
 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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Slika 19 prikazuje odvisnost zeta potenciala od temperature. Vidimo lahko, da se zeta 
potencial ne spreminja bistveno pri vzorcu brez dodatka in je vedno negativen. Pri vzorcu 
z surfaktantom pa vidimo, da so vrednosti zeta potencial višje in se z višanjem 
temperature nižajo. 
 
Tabela 11 prikazuje velikosti hidrodinamskih radijev veziklov in njihove zeta potenciale 
v vzorcih; ki vsebujejo 75 mM koncentracijo trehaloze ter so brez ali pa z 0,038 mM 
koncentracijo surfaktanta DPC. Temperaturni razpon meritev je od 25 do 55 °C s 
korakom 10 °C. Grafični prikaz Rh in zeta potenciala v odvisnosti od temperature je podan 
na slikah 20 in 21. 
 
Tabela 11: Rezultati meritev hidrodinamskih radijev Rh in zeta potencialov ζ – potencial v suspenzijah EggPC 
brez in z 0,038 mM koncentracijo DPC pri 75 mM koncentraciji TRE in pri različnih T. Podane so tudi napake 
merjenja.   
cTRE = 75 mM Rh  PDI / nm ζ – potencial  SD / mV 
T / °C cDPC = 0 mM cDPC = 0,038 mM cDPC = 0 mM cDPC = 0,038 mM 
25 6017 6922 -5,42 1,91,8 
35 5915 6621 -7.71,6 0,371,8 
45 6721 7122 -8,92,1 0,451,7 
55 6519 6722 -11,52,0 -2,61,1 
 
Tako kot v primeru, ko trehaloza ni bila dodana, vidimo, da velikosti radijev rahlo 
naraščajo z višanjem temperature, če DPC ni dodan, oziroma so konstante, če je dodan 
(slika 20). Prav tako se rezultati za Rh ujemajo s tistimi iz 3D-DLS instrumenta. 
 
Iz rezultatov merjenja zeta potenciala veziklov z dodano trehaloz, a brez dodatka 
surfaktanta pa vidimo, da je le-ta v povprečju bolj negativen, kot v primeru, ko trehaloza 
ni bila dodana in hkrati z naraščajočo temperaturo raste (postaja bolj negativen; slika 21). 
Z naraščajočo temperaturo se torej v tem primeru negativen naboj vezikla povečuje. 
Trehaloza je torej povzročila manj negativen naboj pri sobni temperaturi, vendar pa s 
segrevanjem vezikli postajajo vedno bolj negativno nabiti. V nasprotju z vzorcem brez 
trehaloze so tu spremembe večje in bolj opazne.   
 
Pri 0,038 mM koncentraciji surfaktanta se je; spet po pričakovanju; zeta potencial 
povečal; nato pa se je z višanjem temperature manjšal. Vrednosti zeta potenciala so 
majhne; pri sobni  temperaturi okrog +2 mV; pri najvišji temperaturi pa je naboj spet 
negativen (okrog −2,6 mV). Rezultat se sklada z zgornjim primerom (vezikli brez dodane 
trehaloze; primerjaj tabeli 10 in 11 ter sliki 19 in 21). Razlika je v odvisnosti zeta poteciala 
od temperature brez dodanega surfaktanta a z dodano trehalozo. V primeru, ko je 
trehaloza dodana (slika 21), negativna vrednost zeta potenciala veziklov z naraščajočo 
temperaturo narašča, medtem ko je brez trehaloze (slika 19) konstantna. 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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Slika 20: Grafični prikaz odvisnosti hidrodinamskega radija Rh veziklov od temperature v raztopinah brez (0 
mM) ali z 0,038 mM koncentracijo DPC;  koncentracija TRE je 75 mM; za vsako meritev je podana tudi napaka 
(PDI). 
 
Slika 21: Grafični prikaz odvisnosti zeta potenciala ζ – potencial veziklov od temperature v raztopinah brez (0 
mM) ali z 0,038 mM koncentracijo DPC;  koncentracija TRE je 75 mM; za vsako meritev je podana tudi napaka 
(SD). 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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4.2.2 SDS 
 
Tabela 12 prikazuje velikosti hidrodinamskih radijev veziklov in njihove zeta potenciale 
v vzorcih; ki ne vsebujejo trehaloze ter so brez ali pa z 0,038 mM raztopino surfaktanta 
SDS. Temperaturni razpon meritev je od 25 do 55 °C s korakom 10 °C. Grafični prikaz 
Rh in zeta potenciala v odvisnosti od temperature je podan na slikah 22 in 23. 
 
Tabela 12: Rezultati meritev hidrodinamskih radijev Rh in zeta potencialov ζ – potencial v suspenzijah EggPC 
brez in z 0,038 mM koncentracijo SDS pri 0 mM koncentraciji TRE in pri različnih T. Podane so tudi napake 
merjenja.  
cTRE = 0 mM Rh  PDI /nm ζ – potencial  SD / mV 
T / °C cSDS = 0 mM cSDS = 0,038 mM cSDS = 0 mM cSDS = 0,038 mM 
25 5716 7023 -8,41,8 -15,22,2 
35 6319 6622 -7,72,7 -13,52,6 
45 5917 5918 -5,91,8 -12,31,5 
55 6923 5816 -7,50,9 -13,42,2 
 
Opazimo lahko, da velikosti radijev v raztopinah brez dodanega SDS in tudi brez dodane 
trehaloze naraščajo z naraščajočo temperaturo (tako kot zgoraj), medtem ko se  po 
dodatku SDS manjšajo z naraščajočo temperaturo. Rezultati za Rh, pridobljeni z 
Litesizerjem, se ponovno ujemajo z meritvami na 3D-DLS instrumentu. Tudi v tem 
primeru PDI pri 55 °C nekoliko naraste.  
 
Iz rezultatov merjenja zeta potenciala veziklov v vzorcih brez dodatka SDS vidimo, da je 
le-ta negativen ter da se s temperaturo skoraj ne spreminja.  
 
Pri 0,038 mM koncentraciji surfaktanta se negativna vrednost zeta potenciala poveča za 
skoraj dvakrat; ne glede na temperaturo (na primer iz −8,4 mV na −15,2 mV pri 25 °C in 
iz −7,5 mV na −13,4 mV pri 55 °C). Prav tako je zeta potencial veziklov z dodanim SDS 
neodvisen od temperature, saj se z višanjem temperature zeta potencial bistveno ne 
spremeni. Bolj negativne  vrednosti ob dodatku SDS smo pričakovali, saj je SDS anionski 
surfaktant. Če se vgradi v lipidni dvosloj, se mora le-temu negativni naboj povečati.  
 
Rezultate lahko primerjamo s študijo, kjer so obravnavali vpliv naboja surfaktanta na 
liposome iz fosfatidil holina, pridobljenega iz semena soje. Liposome so napolnili z 
meloksikamom, ki je nesteroidno protivnetno zdravilo. Dodajali so naravni anionski 
surfaktant natrijev heksadecil sulfat (SHS). Rezultati merjenja so pokazali višje negativne 
vrednosti zeta potenciala [26]. 
 
Opisana opažanja lahko razberemo tudi iz slik 22 (odvisnost Rh od temperature) in 23 
(odvisnost zeta potenciala od temperature).  
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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Slika 22: Grafični prikaz odvisnosti hidrodinamskega radija Rh veziklov od temperature v raztopinah brez (0 
mM) ali z 0,038 mM koncentracijo SDS; koncentracija TRE je 0 mM; za vsako meritev je podana tudi napaka 
(PDI). 
 
Slika 23: Grafični prikaz odvisnosti zeta potenciala ζ – potencial veziklov od temperature v raztopinah brez (0 
nM) ali z 0,038 mM koncentracijo SDS;  koncentracija TRE je 0 mM; za vsako meritev je podana tudi napaka 
(SD).  
Tabela 13 prikazuje velikosti hidrodinamskih radijev veziklov in njihove zeta potenciale 
v vzorcih; ki vsebujejo 75 mM koncentracijo trehaloze ter so brez ali pa z 0,038 mM 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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koncentracijo surfaktanta SDS. Temperaturni razpon meritev je od 25 do 55 °C s korakom 
10 °C. Grafični prikaz Rh in zeta potenciala v odvisnosti od temperature je podan na slikah 
24 in 25. 
 
Tabela 13: Rezultati meritev hidrodinamskih radijev Rh in zeta potencialov ζ – potencial  v suspenzijah EggPC 
brez in z 0,038 mM koncentracijo SDS pri 75 mM koncentraciji TRE in pri različnih T. Podane so tudi napake 
merjenja.  
cTRE = 75 mM Rh  PDI / nm ζ – potencial  SD / mV 
T / °C cSDS = 0 mM cSDS = 0,038 mM cSDS = 0 mM cSDS = 0,038 mM 
25 6017 8223 -5,42,0 -14,21,6 
35 5915 7323 -7,71,6 -13,91,8 
45 6721 6020 -8,92,1 -14,41,9 
55 6519 6320 -11,52,0 -13,52,8 
 
Vidimo, da velikost radijev pada z naraščajočo temperaturo, če je dodan le SDS ne pa 
tudi trehaloza, medtem ko se ob prisotnosti trehaloze velikost ne spreminja. Ti rezultati 
se ujemajo z rezultati merjenja na 3D-DLS instrumentu.  
 
Kot smo že omenili, je zeta potencial veziklov v vzorcih brez dodatka SDS in z dodano 
trehalozo nekoliko negativen in z naraščajočo temperaturo rahlo pada. Ob dodatku SDS 
se poveča v negativno smer glede na vezikle brez dodanega SDS, a se potem s 
temperaturo praktično ne spreminja. 
 
Na slikah 24 in 25  je prikazano spreminjanje velikosti veziklov brez in z dodatkom SDS 
ter njihovega zeta potenciala s temperaturo.  
 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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Slika 24: Grafični prikaz odvisnosti hidrodinamskega radija Rh veziklov od temperature v raztopinah brez (0 
mM) ali z 0,038 mM SDS; koncentracija TRE je 75 mM; za vsako meritev je podana tudi napaka (PDI).  
 
 
Slika 25: Grafični prikaz odvisnosti zeta potenciala ζ – potencial veziklov od temperature v raztopinah brez (0 
mM) ali z 0,038 mM koncentracijo SDS;  koncentracija TRE je 75 mM; za vsako meritev je podana tudi napaka 
(SD).  
 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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4.2.3 Brij 30 
 
Tabela 14 prikazuje velikosti hidrodinamskih radijev veziklov in njihove zeta potenciale 
v vzorcih; ki ne vsebujejo trehaloze ter so brez ali pa z 0,038 mM koncentracijo 
surfaktanta Brij 30. Temperaturni razpon meritev je od 25 do 55 °C s korakom 10 °C. 
Grafični prikaz Rh in zeta potenciala v odvisnosti od temperature je podan na slikah 26 in 
27. 
 
Tabela 14: Rezultati meritev hidrodinamskih radijev Rh in zeta potencialov ζ – potencial  v suspenzijah EggPC 
brez in z 0,038 mM koncentracijo Brij 30 pri 0 mM koncentraciji TRE in pri različnih T. Podane so tudi napake 
merjenja.  
 cTRE = 0 mM Rh  PDI /nm ζ – potencial  SD / mV 
T /  °C cBrij 30 = 0 mM cBrij 30 = 0,038 
mM 
cBrij 30= 0 mM cBrij 30 = 0,038 
mM 
25 5716 5813 -8,41,8 -7,61,5 
35 6319 6019 -7,72,7 -6,72,9 
45 5917 6218 -5,91,8 -7,21,8 
55 6923 7223 -7,50,9 -11,10,9 
 
Opazimo lahko, da se velikosti radijev bistveno ne spreminjajo niti s temperaturo niti z 
dodatkom Brij 30 (mogoče rahlo raste). Tudi to se ujema z rezultati merjenja na 3D-DLS 
instrumentu. 
 
Zeta potencial veziklov v vzorcu Egg PC brez trehaloze in brez dodanega surfaktanta Brij 
30 je negativen in se s temperaturo bistveno ne spreminja. Spet se polidisperznost delcev 
poveča pri 55 °C.  
 
Tudi po dodatku ne-ionskega surfaktanta Brij 30 se zeta potencial ni bistveno spremenil. 
Vrednosti so ostale podobne kot pri vzorcu brez dodatka Brij 30. Tudi s segrevanjem 
vzorca ni prišlo do večjih sprememb, le pri najvišji temperaturi smo izmerili najbolj 
negativen zeta potencial. Podobnost med vrednostmi zeta potenciala za vezikle brez in z 
dodanim Brij 30 so pričakovane, saj je Brij 30 nevtralen surfaktant in zatorej vpliva na 
zeta potencial veziklov ne bi smel imeti, četudi se v njih vgradi. Vendar pa podatki za Rh 
(slika 26) kažejo, da po vsej verjetnosti do vgrajevanja Brij 30 v vezikle pride le v manjši 
meri.  
 
Spremenjen zeta potencial, ob dodatku ne-ionske molekule, smo zasledili v eni izmed 
študij, v kateri so preiskovali vpliv različno nabitih dodatkov na niosome s salicilno 
kislino, pri različnih pH vrednostih. Niosomi so vezikli z ne-ionskim surfaktantom in 
imajo podobne fizikalne in strukturne lastnosti kot liposomi. V delu so niosomom 
dodajali holesteril poli-24-oksietilen eter (SC24). Ugotovili so, da je, v primerjavi s 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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kontrolno skupino, ob dodatku surfaktanta prišlo do znižanja zeta potenciala. To 
pripisujejo absorpciji polioksietilenske verige surfaktanta na površino niosomov [27]. 
 
 
Slika 26: Grafični prikaz odvisnosti hidrodinamskega radija Rh veziklov od temperature v raztopinah brez (0 
mM) ali z 0,038 mM koncentracijo Brij 30; koncentracija TRE je 0 mM; za vsako meritev je podana tudi napaka 
(PDI).  
 
Slika 27: Grafični prikaz odvisnosti zeta potenciala ζ – potencial veziklov od temperature v raztopinah brez (0 
mM) ali z 0,038 mM koncentracijo Brij 30;  koncentracija TRE je 0 mM; za vsako meritev je podana tudi napaka 
(SD).   
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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Iz slike 27 lahko lepo vidimo podobnost med rezultati meritev obeh vzorcev. Kot je 
mogoče razbrati že iz tabele, do malo večjega odstopanja pride le pri najvišji temperaturi.  
 
Tabela 15 prikazuje velikosti hidrodinamskih radijev veziklov in njihove zeta potenciale 
v vzorcih; ki vsebujejo 75 mM koncentracijo trehaloze ter so brez ali pa z 0,038 mM 
koncentracijo surfaktanta Brij 30. Temperaturni razpon meritev je od 25 do 55 °C s 
korakom 10 °C. Grafični prikaz Rh in zeta potenciala v odvisnosti od temperature je podan 
na slikah 28 in 29. 
 
Tabela 15: Rezultati meritev hidrodinamskih radijev Rh in zeta potencialov ζ – potencial  v suspenzijah EggPC 
brez in z 0,038 mM koncentracijo Brij 30 pri 75 mM koncentraciji TRE in pri različnih T. Podane so tudi napake 
merjenja. 
cTRE = 75 mM Rh  PDI / nm ζ – potencial  SD / mV 
T /  °C cBrij 30 = 0 
mM 
cBrij 30 = 0,038 
mM 
cBrij 30 = 0 
mM 
cBrij 30 = 0,038 
mM 
25 6017 5812 -5,42,0 -8,41,8 
35 5915 5913 -7,71,6 -10,41,6 
45 6721 6015 -8,92,1 -10,32,1 
55 6519 6822 -11,52,0 -9,51,1 
 
Opazimo lahko, da se velikosti radijev bistveno ne spreminjajo niti s temperaturo niti z 
dodajanjem 0,038 mM koncentracije Brij 30. Ti rezultati se ujemajo z rezultati merjenja 
na 3D-DLS instrumentu. 
 
Ob dodatku Brij 30 pa se je zeta potencial veziklov; če jim je bila dodana trehaloza, pri 
večini temperatur malo znižal (postal je bolj negativen) in hkrati postal skoraj neodvisen 
od temperature.  Izjema je temperatura 55 °C; kjer je zeta potencial ob dodaku Brij 30 
celo manj negativen kot v primeru; če Brij 30 ni dodan (primerjaj vrednosti -9,5 mV (s 
TRE) in 11,1 mV (brez TRE)).  Razlike med rezultati se s temperaturo spreminjajo veliko 
bolj kot pri vzorcu brez dodane trehaloze. Vendar pa so razlike na meji eksperimentalne 
napake. 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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Slika 28: Grafični prikaz odvisnosti hidrodinamskega radija Rh veziklov od temperature v raztopinah brez (0 
mM) ali z 0,038 mM koncentracijo Brij 30; koncentracija TRE je 75 mM; za vsako meritev je podana tudi 
napaka (PDI).  
 
Slika 29: Grafični prikaz odvisnosti zeta potenciala ζ – potencial veziklov od temperature v raztopinah brez (0 
mM) ali z 0,038 mM koncentracijo Brij 30;  koncentracija TRE je 75mM; za vsako meritev je podana tudi 
napaka (SD). 
 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
51 
 
4.2.4 Primerjava rezultatov zeta potenciala veziklov z  različnimi dodanimi 
surfaktanti  
 
Kot smo pričakovali, je prišlo pri različnih surfaktantih do različnega vpliva na zeta 
potencial. Spodaj je navedena primerjava rezultatov, najprej za vzorce brez dodane 
trehaloze (cTRE = 0mM) in nato še za koncentracijo trehaloze cTRE = 75 mM.  
 
- cTRE = 0 mM 
 
Tabela 16 prikazuje rezultate meritev zeta potenciala veziklov EggPC v vzorcih brez  
dodane trehaloze pri različnih temperaturah in za različne dodane surfaktante. 
Koncentracija surfaktantov (oziroma molsko razmerje med lipidom in surfaktantom) je v 
vseh primerih enaka (cS = 0,038 mM); torej molsko razmerje O je 0,25. Prvi stolpec pri 
zeta potencialu velja za vezikle brez dodanega surfaktanta.  
 
Tabela 16: Tabela prikazuje zeta potenciale ζ-potencial veziklov v slepem vzorcu (brez surfaktanta) in v vzorcih 
z  0,038 mM koncentracijo različnih surfaktantov pri različnih T in pri cTRE = 0 mM. 
cTRE = 0 mM ζ – potencial / mV 
T / °C slepi vzorec DPC SDS Brij 30 
25 -8,4 1,6 -15,2 -7,6 
35 -7,7 -1,9 -13,5 -6,7 
45 -5,9 -2,9 -12,3 -7,2 
55 -7,5 -6,9 -13,4 -11,1 
 
Vidimo lahko, da so rezultati za surfaktante zelo različni, kar je bilo tudi pričakovati, saj 
imajo surfaktanti različen naboj. Najbolj negativne vrednosti smo izmerili pri dodatku 
anionskega surfaktanta SDS, najbolj pozitivne pa pri dodatku kationskega surfaktanta 
DPC. Pri zadnjemu so bile vrednosti pri najnižji temperaturi celo pozitivne, a so se pri 
višjih temperaturah ponovno znižale in postale negativne. Ne-ionski surfaktant Brij 30 pa 
skoraj ni vplival na vrednost zeta potenciala. Ti rezultati kažejo, da se DPC in SDS 
vgrajujeta v dvoplast veziklov. Verjetno to velja tudi za Brij 30, a se v tem primeru naboj 
veziklov ne spremeni. 
 
Pri veziklih v vzorcih z dodanima DPC in Brij 30 je prišlo do višanja negativnega naboja 
z naraščanjem temperature, nasprotno pa pri dodatku SDS tega trenda nismo opazili. 
Ravno tako tudi za vezikle brez dodanega surfaktanta njihov zeta potencial skoraj ni bil 
odvisen od temperature. Trendi spreminjanja zeta potenciala s temperaturo so prikazani 
na sliki 30.  
 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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Slika 30:Grafični prikaz rezultatov zeta potencialov ζ-potencial pri različnih T za slepi vzorec (0 mM) in za 
dodatek različnih surfaktantov s končno 0,038 mM koncentracijo pri 0 mM koncentraciji TRE. 
 
- cTRE = 75 mM 
 
Tabela 17 prikazuje rezultate meritev zeta potenciala veziklov EggPC pri različnih 
temperaturah in za različne dodane surfaktane. Vsi vzorci vsebujejo trehalozo v 
koncentraciji 75mM. 
 
Tabela 17: Tabela prikazuje zeta potenciale ζ-potencial veziklov v slepem vzorcu (brez surfaktanta) in v vzorcih 
z  0,038 mM koncentracijo različnih surfaktantov pri različnih T in pri cTRE = 75 mM. 
cTRE = 75 mM ζ – potencial / mV 
T / °C slepi vzorec DPC SDS Brij 30 
25 -5,4 1,9 -14,2 -8,4 
35 -7,7 0,37 -13,9 -10,4 
45 -8,9 0,45 -14,4 -10,3 
55 -11,5 -2,6 -13,5 -9,5 
 
Opazimo lahko, da je prišlo, pri veziklih v vzorcih z dodanim DPC, do pozitivnih 
vrednosti zeta potenciala, ki pa so se z višanjem temperature vedno bolj spreminjale v 
negativne vrednosti. Pri dodatkih SDS in Brij 30 pa so vrednosti ostale negativne, 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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negativnost se je z naraščanjem temperature pri obeh celo povečala. Je pa, za razliko od 
DPC ali pa slepega vzorca, v obeh primerih odvisnost zeta potenciala od temperature 
skoraj zanemarljiva. Ta trend je drugačen kot pri vzorcih, ki niso vsebovali trehaloze, kar 
je po vsej verjetnosti posledica zaščitne vloge trehaloze.  
 
 
Slika 31: Grafični prikaz rezultatov zeta potencialov ζ-potencial pri različnih T za slepi vzorec (0 mM) in za 
dodatek različnih surfaktantov s končno koncentracijo 0,038 mM pri 75 mM koncentraciji TRE. 
 
4.3 Primerjava rezultatov določanja hidrodinamskih radijev na 
3D-DLS instrumentu in Litesizerju 
 
Hidrodinamske radije veziklov oziroma delcev v suspenziji smo merili s pomočjo dveh 
instrumentov, 3D-DLS instrumenta in Litesizerja. Na Litesizerju je bila kot rezultat 
podana le povprečna velikost delcev v suspenziji, ki so večinski, torej kot bi porazdelitev 
velikosti vsebovala le en vrh. Pri 3D-DLS instrumentu pa je merjenje bolj natančno, saj 
kot rezultat dobimo porazdelitev velikosti, včasih tudi dva vrhova v porazdelitvi, česar z 
Litesizerjem nismo zaznali. 
 
V spodnjih tabelah in grafih so prikazani rezultati meritev hidrodinamskih radijev 
večinske populacije (osnovnih veziklov), ki so bili merjeni na posameznem instrumentu.  
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
UL, FKKT, magistrsko delo. 
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Tabela 18: Tabela prikazuje primerjavo med rezultati hidrodinamskih radijev veziklov Rh v vzorcih brez 
dodatka surfaktanta merjenih na 3D-DLS instrumentu in na Litesizerju. Podani so rezultati za vzorce brez in z 
75 mM koncentracijo TRE.  
 cTRE= 0 mM cTRE = 75 mM 
3D-DLS Instrument Litesizer 3D-DLS Instrument Litesizer 
cS / mM Rh / nm Rh,/ nm Rh / nm Rh,/ nm 
0 50  57 62 60 
 
 
Slika 32: Grafični prikaz primerjave med rezultati hidrodinamskih radijev Rh vzorcev brez dodatka surfaktanta 
merjenih na 3D-DLS instrumentu in na Litesizerju. Podani so rezultati za vzorce brez in z 75 mM koncentracijo 
TRE. 
Iz tabele 18 in slike 32 lahko razberemo, da se je velikost hidrodinamskih radijev vzorcev 
brez dodatka surfaktanta povečala, če smo veziklom dodali trehalozo. Iz tega sklepamo, 
da je trehaloza stabilizirala vezikle tako, da se je adsorbirala na njihovo površino in 
verjetno s tem onemogočila vezavo/vgradnjo dodanega surfaktanta v vezikel. 
Hidrodinamski radiji, izmerjeni z obema instrumentoma (Litesizer, 3D-DLS), se 
malenkost razlikujejo.  Litesizer poda bodisi večjo (ctre = 0 mM) ali pa manjšo (ctre = 75 
mM) vrednost. Če so v suspenziji prisotni tudi delci manjši od veziklov (večinska 
populacija), potem je vrednost izmerjena na Litesiterju manjša od tiste na 3D-DLS 
instrumentu, ker Litesiter poda povprečje velikosti vseh prisotnih delcev in obratno, če so 
v suspenziji prisotni tudi delci večji od veziklov, potem je vrednost izmerjena na 
Litesiterju večja od tiste na 3D-DLS instrumentu. 
Brezovar Neža: Vpliv surfaktantov, trehaloze in temperature na stabilnost veziklov iz jajčnega lecitina. 
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4.3.1 DPC 
 
Iz tabele 19 in spodnjega grafa (slika 33) lahko razberemo, da so v večini primerov 
meritve na 3D-DLS instrumentu pokazale malo manjše velikosti radijev kot meritve na 
Litesizerju. Prav tako lahko vidimo, da je koncentracija trehaloze vplivala na velikost 
veziklov, saj je prišlo do rahlega povečanja radijev. Vendar pa so te spremembe 
premajhne, da bi lahko trdili, da gre za nek konkreten vpliv trehaloze na povečanje radija 
veziklov. 
 
Tabela 19: Tabela prikazuje primerjavo med rezultati hidrodinamskih radijev veziklov Rh v vzorcih v odvisnosti 
od dodatka DPC merjenih na 3D-DLS instrumentu in rezultati na Litesizerju. Podani so rezultati za vzorce brez 
in z 75mM koncentracijo TRE.  
 cTRE= 0 mM cTRE = 75 mM 
3D-DLS Instrument Litesizer 3D-DLS Instrument Litesizer 
cS / mM Rh / nm Rh / nm Rh / nm Rh / nm 
0 50 57 62 60 
0,038 53 57 58 69 
 
 
Slika 33: Grafični prikaz primerjave med rezultati hidrodinamskih radijev Rh v odvisnosti od dodatka DPC 
merjenih na 3D-DLS instrumentu in na Litesizerju. Podani so rezultati za vzorce brez in z 75 mM koncentracijo 
TRE.  
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4.3.2 SDS 
 
Iz pridobljenih vrednosti lahko opazimo, da je merjenje na Litesizerju pokazalo večje 
vrednosti hidrodinamskih radijev kot merjenje na 3D-DLS instrumentu. Rezultati se v 
primeru dodatka SDS razlikujejo bistveno bolj kot v primeru DPC. Zakaj do teh razlik v 
meritvah pride, ne moremo z gotovostjo trditi, vendar pa je najverjetneje to posledica 
veliko manj natančnega merjenja Litesizer-ja, saj le ta ne poda točne porazdelitve, vendar 
nekakšno povprečno vrednost najbolj pogostih hidrodinamskih radijev. 
 
Tabela 20: Tabela prikazuje primerjavo med rezultati hidrodinamskih radijev veziklov Rh v vzorcih v odvisnosti 
od dodatka SDS merjenih na 3D-DLS instrumentu in rezultati na Litesizerju. Podani so rezultati za vzorce brez 
in z 75 mM koncentracijo TRE.  
 cTRE= 0 mM cTRE = 75 mM 
3D-DLS Instrument Litesizer 3D-DLS Instrument Litesizer 
cS / mM Rh / nm Rh,/ nm Rh / nm Rh,/ nm 
0 50 57 62 60 
0,038 58 70 61 82 
 
 
Slika 34: Grafični prikaz primerjave med rezultati hidrodinamskih radijev Rh v odvisnosti od dodatka SDS 
merjenih na 3D-DLS instrumentu in na Litesizerju. Podani so rezultati za vzorce brez in z 75 mM koncentracijo 
TRE. 
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4.3.3 Brij 30 
 
Iz tabele 21 in spodnjega grafa (slika 35) lahko vidimo, da pri rezultatih vzorcev z 
dodatkom Brij 30 pride do najmanjših razlik v velikosti med obema instrumentoma, v 
primerjavi z ostalima dvema surfaktantoma. V tem primeru so razlike zelo majhne. Morda 
na to vpliva tudi dejstvo, da je Brij 30 nevtralen surfaktant in ni povzročil bistvenih 
sprememb v suspenziji, zatorej so tudi velikosti ostale sorazmeroma enakomerne in ni 
prišlo do večjega povprečenja rezultatov na Litesizerju. 
 
Tabela 21: Tabela prikazuje primerjavo med rezultati hidrodinamskih radijev veziklov Rh v vzorcih v odvisnosti 
od dodatka Brij 30 merjenih na 3D-DLS instrumentu in rezultati na Litesizerju. Podani so rezultati za vzorce 
brez in z 75 mM koncentracijo TRE. 
 cTRE= 0 mM cTRE = 75 mM 
3D-DLS Instrument Litesizer 3D-DLS Instrument Litesizer 
cS / mM Rh / nm Rh,/ nm Rh / nm Rh,/ nm 
0 50 57 62 60 
0,038 54 58 59 58 
 
 
Slika 35: Grafični prikaz primerjave med rezultati hidrodinamskih radijev v odvisnosti od dodatka Brij 30 
merjenih na 3D-DLS instrumentu in rezultati na Litesizerju. Podani so rezultati za vzorce brez in z 75 mM 
koncentracijo TRE. 
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5. SKLEPI  
 
Na podlagi meritev hidrodinamskih radijev in zeta potenciala veziklov, pripravljenih iz 
EggPC, smo ugotovili, da dodatek surfaktantov vpliva na njihovo velikost. Kljub temu, 
da smo vezikle pripravili sami, na način, da smo imeli nadzor nad njihovo velikostjo, pa 
različni dejavniki močno vplivajo na velikost veziklov. Ta vpliv je pogosto nepredvidljiv 
in včasih tudi težko razložljiv.  
 
Hipoteza, da hranjenje vzorcev jajčnega lecitina pri -22 °C omogoča zanesljive analize 
tudi po daljšem časovnem obdobju, hranjenje pri +4 °C pa tega ne omogoča, se ni čisto 
potrdila, saj se je izkazalo, da je daljše hranajenje pri +4 °C tudi mogoče. V primeru 
spremljanja velikosti skozi daljše časovno obdobje, se je potrdila hipoteza, da trehaloza 
poveča stabilnost veziklov. 
 
Rezultati meritev vzorcev s kationskim surfaktantom DPC so bili pričakovani. Če 
trehaloze v suspenziji ni bilo, se je DPC v vezikle vgradil. Spremembe v velikosti 
veziklov so bile odvisne od količine dodanega surfaktanta – premalo surfaktanta ni 
vplivalo na velikost, preveč surfaktanta pa je vezikle uničilo oziroma razbilo. Trehaloza 
je vezikle zaščitila pred vplivom DPC. Zeta potencial veziklov se je ob dodatku DPC 
spremenil, tako da je postal bolj pozitiven, kar je bilo pričakovano glede na to, da je DPC 
kationski surfaktant. To potrjuje, da se DPC vgrajuje v lipidno dvoplast vezikla. 
Temperaturno pa so bili vezikli stabilni.  
 
Merjenje vzorcev z dodatkom anionskega surfaktanta SDS je postreglo z malo 
nepričakovanimi rezultati, saj je prišlo do spreminjanja velikosti veziklov v primerih, ko 
je bila dodana trehaloza. Pri vzorcih brez dodatka trehaloze so bile te spremembe manj 
očitne. V tem primeru hipoteza, da trehaloza ščiti pred dodatkom surfaktanta ni bila 
podprta. Pri tem gre lahko za kakšno interakcijo med SDS in trehalozo. Potrdilo pa se je 
predvidevanje, da se bo negativna vrednost zeta potenciala veziklov povečala. To se zgodi 
zaradi vgrajevanja SDS v lipidni dvosloj. Tudi v primeru dodatka SDS do sprememb 
velikosti veziklov pri višanju temperature ni prišlo.  
 
Dodatek nevtralnega surfaktanta Brij 30 je povzročil spremembe v velikosti veziklov 
predvsem pri vzorcih z nizko koncentracijo trehaloze, kjer so se pojavila odstopanja od 
prvotne velikosti prav ob vsakem dodatku surfaktanta. Pri najvišji koncentraciji je 
pričakovano prišlo le do sprememb pri večjih dodatkih surfaktanta. Rezultat za vzorec 
brez dodane trehaloze pa je presenetil, saj se spremembe niso koherentno pojavljale. Torej 
lahko tudi pri surfaktantu Brij 30 ovržemo hipotezo o zaščitni vlogi trehaloze pred vplivi 
dodanih površinsko aktivnih snovi na vezikle. Enake zaključke omogočajo rezultati 
merjenja zeta potenciala. Brij 30 je nevtralen surfaktant, zatorej ne bi smel imeti vpliva 
na naboj veziklov, vendar pa je do sprememb v zeta potencialu vseeno prišlo. Bistvena 
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razlika v primerjavi z ostalima surfaktantoma pa je bila, da se je zeta potencial v primeru 
dodanega Brij 30 spreminjal s temperaturo.  
 
Pričakovana pa je podobnost med rezultati velikosti hidrodinamskih radijev veziklov, ki 
so bili izmerjeni na 3D-DLS instrumentu in Litesizerju. Odstopanja so res zanemarljiva, 
predvsem če imamo v mislih, da so bile meritve opravljene pod različnima kotoma (na 
3D-DLS instrumentu pod kotom 130°, na Litesizer-ju pa pod kotom 175°). Za rutinske 
meritve in predvsem za meritve temperaturne odvisnosti je zato Litesizer primeren. 
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